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RESUMEN 
 
En la presente investigación se optimizaron los factores de la extracción alcalina y la 
extracción enzimática asistida de la proteína del sacha inchi (Plukenetia volubilis L.), a 
partir de la torta desgrasada, aprovechando su alto contenido proteico (61,98 %; base seca) 
y empleándose para la optimización la metodología de superficie de respuesta (MSR). En 
el método de extracción alcalina, se realizó en primera instancia un screening para 
determinar las variables que afectan la extracción de la proteína del sacha inchi utilizando 
para ello el diseño completamente al azar (DCA) con arreglo factorial 2k con réplica en el 
punto central, donde se determinó los factores más influyentes sobre el rendimiento de 
extracción de la proteína (variable respuesta), el pH, la temperatura, la relación materia 
prima/solvente y la concentración de NaCl. En la etapa de optimización se utilizó un 
diseño compuesto central (DCC), dando como resultado las siguientes condiciones 
óptimas: temperatura de 54,2 ºC, relación materia prima/solvente de 1/41,8 (p/v) y 
concentración de NaCl de 1,65 M, bajo las condiciones de pH 9,5 y tiempo de 15 min; 
obteniendo un rendimiento máximo de 30,2 g de proteína soluble/100g de proteína total 
(valor experimental). En el método de extracción enzimática asistida, se aplicó 
directamente la optimización mediante el DCC para el rendimiento de extracción de 
proteína (maximizar) y el grado de hidrólisis (minimizar). Posteriormente, se aplicó una 
optimización de respuestas múltiples mediante la función de deseabilidad global de 
Derringer, con la finalidad de obtener ambas respuestas simultáneamente, dando como 
resultado las condiciones óptimas para cada factor de concentración de enzima Alcalasa de 
5,62 % y el tiempo de extracción de 40,49 min; bajo las condiciones de pH 9,0, relación 
materia prima/solvente 1/50 (p/v) y temperatura de 55 ºC, obteniendo un rendimiento 
máximo de 44,78 g de proteína soluble/100g de proteína total y un mínimo grado de 
hidrólisis de 7,86 % (valor experimental). Habiéndose recuperado un aproximado de 48 % 
más de proteína respecto al método de extracción alcalina.  
 
Palabras claves: Plukenetia volubilis, superficie respuesta, extracción alcalina, extracción 
enzimática, DCC, grado hidrólisis.  
  
ABSTRACT 
 
In this research factors alkaline extraction and enzymatic extraction assisted protein sacha 
inchi (Plukenetia volubilis L.) are optimized, from the defatted cake, taking advantage of 
its high protein content (61,98 % dry basis) and being used to optimize the response 
surface methodology (RSM). In the alkaline extraction method it was performed primarily 
a screening to determine the variables that affect protein extraction sacha inchi by using the 
completely randomized design (CRD) with factorial 2k with replication in the central point, 
where the most influential factors on the extraction yield of the protein (response 
variables), pH, temperature, raw material/solvent ratio and the concentration of NaCl was 
determined. It used a central composite design (CCD) in step optimization, resulting in the 
following optimum conditions: temperature of 54,2 °C, solvent/raw material ratio 41,8/1 
(v/w) and NaCl concentration 1,65 M, under the conditions of pH 9,5 and 15 min time; 
obtaining a maximum 30,2 g yield of soluble/100 g of total protein (experimental value) 
protein. In the method of assisted enzymatic extraction, optimization is directly applied by 
CCD for protein extraction yield (maximize) and the degree of hydrolysis (minimize). 
Subsequently, a multiple response optimization was applied using the function of 
Derringer overall desirability, in order to obtain both responses simultaneously, resulting in 
optimal conditions for each factor Alcalase enzyme concentration of 5,62 % and the time 
extracting 40,49 min; under the conditions of pH 9,0, solvent/raw material ratio 50/1 (v/w) 
solvent and temperature of 55 °C material, obtaining a maximum 44,78 g yield of 
soluble/100 g of total protein and a minimum degree of hydrolysis of 7,86 % (experimental 
value). Having recovered approximately 48 % more protein relative to the alkaline 
extraction method. 
 
Keywords: Plukenetia volubilis, response surface, alkaline extraction, enzyme extraction, 
CCD, hydrolysis degree. 
  
 
I. INTRODUCCIÓN 
 
Las proteínas vegetales constituyen hoy en día una fuente importante para la nutrición humana, 
especialmente en poblaciones de bajos ingresos de los países en desarrollo (Evangelista, 
2006). Debido a los suministros insuficientes de proteínas de calidad, se ha realizado una 
constante búsqueda de nuevas fuentes de proteínas, especialmente procedentes de las 
semillas leguminosas, oleaginosas y cereales, que han aumentado considerablemente en las 
últimas décadas, como alternativas a las proteínas animales en la nutrición, como agentes 
funcionales y componentes bioactivos no solo en los alimentos, sino también en 
cosméticos y productos farmacéuticos (Zivanovic et al., 2010; Chang et al., 2014). 
 
El sacha inchi, es una planta oleaginosa de la familia Euphorbiaceae, que crece en las 
selvas tropicales del Perú en altitudes entre 200 y 1500 m.s.n.m. Las semillas contienen 
alrededor de 54 % de aceite y 27 % de proteínas, ocupando un lugar importante entre las 
semillas oleaginosas más producidas en todo el mundo (soja, colza, algodón, maní y 
girasol) (Guillén et al., 2003; FAO, 2009). En el Perú, la producción del sacha inchi ha ido 
en aumento, alcanzando en el 2010 un total de 860,28 TM; siendo la principal zona de 
producción San Martín (DRASAM, 2010; citado por García, 2013). La finalidad principal 
de su cultivo es la obtención de aceite virgen y como subproducto de la extracción, se 
obtiene un residuo que recibe el nombre de torta.  
 
La torta del sacha inchi es una valiosa fuente dietética de proteína 59 % (Pascual y Mejía, 
2000; Ruiz et al., 2013). Sin embargo, no se ha utilizado como ingrediente alimentario 
humano, ya que el concentrado o aislado de proteína no se produce comercialmente debido 
a la falta de un método de extracción de proteína tecnológicamente factible. Sin embargo la 
torta del sacha inchi está siendo ampliamente utilizado en la alimentación de aves 
(Muirragui, 2013) y peces (Escobedo, 2013). 
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Entre los métodos más comunes que se recurren para la extracción de proteínas vegetales 
son a base de álcali, ácido y asistida con enzimas. La extracción con ácidos, parece menos 
prometedora, ya que, la extracción de las proteínas es deficiente obteniendo valores muy 
inferiores (Sari et al., 2013). La extracción alcalina muestra mejores resultados y ha sido 
probado en varias semillas oleaginosas como las semillas de calabaza (Quanhong y Caili, 
2005), semillas de sandía (Wani et al., 2008), semillas de pimiento (Firatligil- Durmus y 
Evranuz, 2010), harina de canola (Tan et al., 2011), semillas de uva (Lv et al., 2011), 
avellana chilena (Villarroel et al., 2012), torta de palma (Chee y Ayob, 2013), entre otras. 
Aunque, una extracción alcalina demasiado severa conduce a varios efectos negativos, 
como la racemización de los aminoácidos, la reducción de la digestibilidad de la proteína y 
el daño de algunos aminoácidos (lisina y cisteína) que reducen el valor nutritivo de las 
proteínas (Schwass y Finley, 1984). Para evitar la desnaturalización de la proteína y 
reacciones secundarias durante la extracción, se ha considerado la extracción asistida con 
enzimas como una buena opción, (1) las carbohidrasas (celulasa, hemicelulasa y pectinasa) 
(Ansharullah et al., 1997; Guan y Yao, 2008) y (2) las proteasas (Shen et al., 2008). 
 
La eficiencia de la extracción de la proteína puede ser afectada por varios factores 
(temperatura, pH, tiempo, adición de sales, concentración de enzima, relación sustrato 
solvente, tamaño de partículas, etc.) en el proceso y sus efectos pueden ser independientes 
o interactivos. Por lo tanto, la Metodología de Superficie de Respuesta (MSR) se convierte 
en una herramienta útil para optimizar los factores de extracción, evaluar los múltiples 
factores e identificar sus interacciones significativas con el reducido número de ensayos 
experimentales (Wani et al., 2008). Por lo general se utiliza un diseño experimental, tal 
como el Diseño Compuesto Central (DCC) para adaptarse a un modelo polinomial de 
segundo orden completamente empírico (Ortega et al., 2005). 
 
Los objetivos del presente trabajo de investigación fueron: (1) Determinar los factores que 
afectan la extracción de la proteína procedente de la torta del sacha inchi; (2) Maximizar el 
rendimiento de extracción de la proteína a partir de la torta del sacha inchi mediante el 
método alcalino y el método con enzima asistida utilizando la MSR. 
  
 
II. REVISIÓN DE LITERATURA 
 
2.1. Generalidades sobre sacha inchi  
 
El sacha inchi es una especie vegetal de la familia de Euphorbeaceae, comúnmente 
llamado también maní del monte, sacha maní, maní del Inca, sacha inchic, maní jibaro, 
mountain peanut, inca peanut, inca nut (Gorriti, 2013). Esta planta nativa crece en la 
Amazonía y en las gradientes altitudinales en América del Sur hasta Bolivia. Se puede 
cultivar desde los 50 hasta los 2100 metros de altitud. Actualmente, se cultiva en la selva 
alta y baja del Perú, en la región San Martín y en toda la cuenca de los ríos Huallaga y 
Mayo (Adrianzén et al., 2011). 
 
Esta planta nativa de la Amazonía peruana ha sido conocida y utilizada por los pobladores 
de estas regiones por miles de años; fue utilizada por los pre-incas e Incas en su 
alimentación, como se evidencia en los ceramios Mochica y Chimú y en tumbas 
prehispánicas que sugieren que civilizaciones pre incas la consumían 3000 A.C. (García, 
2013). 
 
Como muchas otras especies amazónicas, el sacha inchi se desarrolla mejor en climas 
cálidos, húmedos y en suelos ácidos y arcillosos. Es un cultivo que presenta características 
favorables para la reforestación y su producción se inicia entre 6 y 7 meses después del 
trasplante, con rendimientos promedio de entre 0,7 y 2,5 toneladas por hectárea a los 16 
meses después de haber sido realizado el trasplante (García, 2013). 
 
La semilla del sacha inchi, dependiendo de sus características varietales, posee un contenido de 
grasas que oscila entre 49 % y 54 %, además de poseer entre un 29 y 33 % de proteínas. Esta 
proteína presenta un contenido importante de aminoácidos esenciales y no esenciales, altas 
cantidades de vitamina A, E y yodo (Rojas, 2003). 
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2.1.1. Clasificación taxonómica 
 
La clasificación taxonómica de acuerdo a Téllez (2008) es la siguiente: 
 
Reino      : Plantae 
División  : Magnoliophyta 
Clase       : Magnoliopsida 
Subclase : Rosidae 
Orden     : Euphorbiales 
Familia   :  Euphorbiaceae 
Género   : Plukenetia 
Especie   : volubilis Linneo. 
 
2.1.2. Producción nacional del sacha inchi 
 
En el Perú se produce sacha inchi en San Martín, Loreto y Ucayali. Las zonas productoras 
del sacha inchi en San Martín se encuentran concentradas en la cuenca del Huallaga 
(Tocache en el alto Huallaga, Picota y Bellavista en Huallaga Central, provincia de Lamas, 
Valle de Sisa, Alto Mayo y Bajo Mayo). Existe, según la Dirección Estadística de la 
DRASAM un área potencial de aproximadamente 20000 hectáreas en la zona para el 
desarrollo del cultivo, en su mayoría en la parte centro del departamento (DRASAM, 2010; 
citado por García, 2013). 
 
Las series históricas demuestran un incremento continuo en el área cultivada; en el caso de 
la región San Martín, en el año 2005 – 2006 el área cultivada fue de 1266 Ha logrando una 
producción de 209,50 TM; en el año 2006 – 2007 se redujo a 907,50 Ha y una producción 
de 524 TM; en la campaña 2007 – 2008 se incrementó a 1755 Ha logrando una producción 
de 882,50 TM; en el año 2008 – 2009 aumentó a 1908 Ha y una producción de 694 TM y 
en el 2009 – 2010 el cultivo se incrementó a 1918,50 Ha produciendo 860,28 TM 
(DRASAM, 2010; citado por García, 2013). 
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2.2. Composición química del sacha inchi 
 
2.2.1. Semilla del sacha inchi 
 
Los primeros reportes de análisis fueron realizados en la Universidad de Cornell (USA), 
que indican que la almendra de las semillas contiene 54,8 % de aceite y 28,52 % de 
proteína, además, se señala que el aceite de sacha inchi tiene un alto contenido de ácidos 
grasos insaturados (oleico, linoleico y linolénico) (Hazen y Stoewesand, 1980; citado por 
Manco, 2006). 
 
Mientras que Hamaker et al. (1992) obtuvieron 54 % de aceite y 27 % de proteína; valores 
muy similares a los indicados por Hazen y Stoewesand (1980); citado por Manco (2006). 
Así mismo, García (1992) reportó los siguientes resultados con respecto a la composición 
química proximal del sacha inchi: proteína 24,22 %, grasa 43,10 %, carbohidratos 7,72 % 
y ceniza 2,80 %. Por otro lado, Benavides y Morales (1994) obtuvieron en su 
caracterización un 54 % de aceite y 28 % de proteínas en esta semilla. Pascual y Mejía 
(2000) reportaron resultados en el análisis químico proximal de la semilla del sacha inchi, 
con un alto contenido de proteínas, como se muestra en el Cuadro 1. 
 
Cuadro 1: Análisis químico de la semilla del sacha inchi en base seca (%). 
Componentes 
Pascual y 
Mejía (2000) 
Jagersberger 
(2013) 
Ruiz et al. 
(2013) 
Proteína 25,86 21,97 29,6 
Grasa 54,90 40,48 49 
Fibra 12,07 21,26 6,6 
Ceniza 2,87 2,66 2,7 
Carbohidratos 4,3 13,63 12,1 
 
Por otro lado, Merino et al. (2008) realizaron la caracterización química de las semillas de 
nueve ecotipos del sacha inchi. del “Centro de Investigaciones de Pucayacu” en Tarapoto y 
San Martín. Se determinó que los mejores ecotipos en cuanto a los valores de proteínas 
totales, reportaron mayor porcentajes los ecotipos 12 y 18 con 44,55 % y 45,07 % 
respectivamente, y menor porcentaje el ecotipo 17 con 33,58 %, así como se muestra en el 
Cuadro 2. 
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Cuadro 2: Análisis centesimales en la semilla de nueve ecotipos del sacha inchi, en 
base seca. 
Ecotipos 
Análisis centesimales (%) 
Ceniza  Proteína  Grasa  Carbohidratos  
2 2,20 35,43 21,50 47,15 
3 2,46 36,50 16,15 52,05 
4 2,44 35,34 21,52 50,85 
5 2,55 36,63 15,08 52,96 
6 2,36 37,44 12,05 55,75 
9 2,30 37,05 8,34 59,24 
12 2,60 44,55 9,58 50,08 
17 2,34 33,58 10,73 60,13 
18 2,38 45,07 8,08 50,53 
FUENTE: Merino et al. (2008). 
 
Gutiérrez et al. (2011) reportaron con respecto a la composición química en la semilla del 
sacha inchi, un contenido de humedad, aceite, proteína, carbohidrato y cenizas de 3,3 %, 
41,4 %, 24,7 %, 30,9 % y 4 %, respectivamente y principales minerales presentes en la 
semilla al potasio (5563,5 ppm), magnesio (3210 ppm) y calcio (2406 ppm). 
 
Sathe et al. (2012) analizaron muestras de harinas desengrasadas de semillas del sacha 
inchi, determinando su porcentaje de proteína (59,1 %); humedad (8,32 %); cenizas     
(6,46 %) y el contenido de hidratos de carbono solubles en la harina desgrasada (1,03 %).   
 
2.2.2. Torta del sacha inchi 
 
La torta es un subproducto resultante de la trituración de las semillas para obtener aceite 
comestible, representa una importante fuente de proteínas, especialmente por las 
características nutricionales y funcionales que puede aportar a los alimentos (Kinsella, 
1976). El sistema de fabricación que se emplea para facilitar la separación del aceite en las 
semillas, requiere el uso del vapor indirecto (alta temperatura) y la fricción de la prensa 
continua durante el proceso. El proceso a elevada temperatura, utiliza prensas continuas 
para extraer el aceite de las semillas debidamente acondicionadas (rotura y laminación 
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previa), produciendo tortas que con un contenido residual de aceite entre el 8 –                  
10 % (Aceites de Semillas, 2009). 
 
Según Cheftel y Cheftel (1980) la extracción del aceite se efectúa, mediante presión, 
seguida en algunos casos de un disolvente. No obstante, dada la diversidad de materias 
primas vegetales, la extracción suele ir precedida de distintos tratamientos mecánicos, para 
eliminar materias extrañas o conseguir el descascaro y rotura. En ciertos casos antes o 
después del triturado, se aplica un tratamiento con vapor (15 a 90 mm a 70 – 130 ºC), pues 
tiene la ventaja de hacer estallar las células, con lo que el aceite se libera más fácilmente y 
se destruyen algunas sustancias indeseables, como el gosipol, presente en las semillas de 
algodón, así aumenta el rendimiento pero la calidad desciende.      
 
Por otra parte, Cheftel y Cheftel (1980) mencionan que para la obtención de aceite virgen, 
se realiza exclusivamente por presión en frío con prensa hidráulica, sin ninguna otra 
operación salvo la decantación, centrifugación, filtración y desaireación bajo vacío, en frio; 
para evitar cualquier tipo de desnaturalización de sus propiedades y asegurar la estabilidad 
de las moléculas de los ácidos grasos. Según Ferchau (2000) la torta obtenida por prensado 
en frío, son más valiosos en aceite residual (8 – 12 %) y por lo tanto es más útil para la 
alimentación de animales, que la torta obtenido normalmente por prensado en caliente o 
extracción con solventes. En la Figura 1 se muestra la presentación final de la torta del 
sacha inchi (plaquetas), después del proceso de prensado en frío. 
 
 
Figura 1: La torta del sacha inchi, presentado en plaquetas. 
FUENTE: Archivo propio (2015). 
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Pascual y Mejía (2000) determinaron un alto porcentaje de proteínas (58,72 %) en la torta 
del sacha inchi proveniente de Pucallpa; Mercado (2012) determinó un 53 % de proteína, 
proveniente de San Martín, mientras que Jagersberger (2013) encontró un 51,76 %, 
proveniente de Amazonas y Ruiz et al. (2013) encontraron un 59 % de proteína, en la torta 
de la semilla proveniente de San Martín. En el Cuadro 3 se presenta la composición 
proximal de la torta del sacha inchi, reportados por los autores citados. 
 
Cuadro 3: Composición química proximal de la torta del sacha inchi en base seca (%). 
Componentes 
Pascual y 
Mejía (2000) 
Mercado 
(2012) 
Jagersberger 
(2013) 
Ruiz et al. 
(2013) 
Proteína  59,13 53,73 51,76 59 
Grasa  6,93 20,49 19,9 7,8 
Fibra  17,30 3,12 21,43 4,5 
Ceniza 8,72 6,07 5,50 4,8 
Carbohidratos 7,91 18,83 1,41 23,9 
 
2.3. Aminoácidos de la semilla y torta del sacha inchi  
 
El perfil de aminoácidos del sacha inchi es comparable con algunas oleaginosas. Según 
Hamaker et al. (1992) el perfil de aminoácidos de la semilla del sacha inchi incluye 
fenilalanina ? tirosina (79 mg/g), leucina (64 mg/g), tirosina (55 mg/g), isoleucina (50 
mg/g), lisina (43 mg/g), treonina (43 mg/g) y valina (40 mg/g). Los niveles de leucina y 
lisina son menores que en la proteína de soya, aunque iguales o mejores que la proteína de 
maní, algodón o girasol. El contenido de aminoácidos azufrados (metionina y cisteína), 
tirosina, treonina y triptófano se presentó en mayores cantidades. El triptófano fue más del 
doble y la cisteína cercana al doble de los niveles de las otras fuentes proteicas tal como se 
muestra en el Cuadro 4.  
 
Sathe et al. (2002) solubilizaron las proteínas de la semilla del sacha inchi y cuantificaron 
los aminoácidos más abundantes: ácido glutámico (133 mg/g de proteína) y la glicina (118 
mg/g de proteína). Las proteínas solubilizadas mostraron un patrón polipeptídico que se 
caracterizó en el rango de 10 – 70 kDa. En un estudio reciente, Ruiz et al. (2013) 
compararon el perfil de aminoácidos de la semilla y torta del sacha inchi, encontrando 
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deficiencia en los aminoácidos lisina, leucina y fenilalanina + tirosina, en la torta, dichos 
resultados se presenta en el Cuadro 5.  
 
Cuadro 4: Perfil de aminoácidos esenciales de la semilla del sacha inchi comparada 
con otras semillas oleaginosas. 
Aminoácidos 
Sacha 
inchi 
Soya Maní Algodón Girasol Canola* 
FAO/OMS 
Patrón de 
puntación 
Total de proteína, % 27 28 23 33 24 25 - 
Histidina 26 25 24 27 23 27 19 
Isoleucina 50 45 34 33 43 40 28 
Leucina 64 78 64 59 64 70 66 
Lisina 43 54 35 44 36 58 58 
Metionina 12 13 12 13 15 19 - 
Cisteína 25 13 13 16 15 17 - 
Metionina + Cisteína 37 26 25 29 30 36 25 
Fenilalanina 24 49 50 52 45 19 - 
Tirosina 55 31 39 29 19 31 - 
Fenilalanina + 
Tirosina 
79 80 89 81 54 50 53 
Treonina 43 39 26 33 37 45 34 
Triptófano 29 13 10 13 14 13 11 
Valina 40 48 42 46 51 50 35 
FUENTE: Hamaker et al. (1992); Shahidi (1990)*. 
Los valores mostrados están en mg/g de proteína (N x 6.25). 
 
2.4. Proteínas vegetales 
 
Las proteínas vegetales juegan un papel importante en la nutrición humana, especialmente 
en los países en desarrollo, donde la ingesta promedio de proteínas es inferior a la 
requerida (Evangelista et al., 2006). Debido a los suministros insuficientes de proteínas de 
calidad, ha habido una constante búsqueda de legumbres no convencionales y oleaginosas 
como nuevas fuentes de proteínas para su uso como ingredientes de alimentos funcionales 
y suplementos nutricionales (Chang et al., 2014). 
  
 
  
Cuadro 5: Perfil de aminoácidos en la semilla y torta del sacha inchi. 
Aminoácidos 
Contenido en mg/g de proteína 
Semilla Torta FAO/OMS 
Ácido aspártico 14 11 - 
Ácido glutámico 30 21 - 
Asparagina 80 46 - 
Serina 18 61 - 
Treonina 36 64 34 
Glicina 218 201 - 
Alanina 14 22 - 
Arginina 44 17 - 
Prolina 23 59 - 
Valina 40 47 35 
Metionina 14 17 - 
Isoleucina 26 30 28 
Leucina 37 39 66 
Fenilalanina 13 20 - 
Cisteína 8 11 - 
Metionina + Cisteína 22 28 25 
Lisina 28 12 58 
Histidina 17 32 19 
Tirosina 58 24 - 
Glutamina 31 65 - 
Triptófano 13 11 11 
FUENTE: Ruiz et al. (2013). 
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Las proteínas vegetales que se aplicaran con éxito en productos alimenticios, deben poseer 
varias características deseables, tales como propiedades funcionales y un contenido 
adecuado de aminoácidos esenciales (Semiu et al., 2009). Las proteínas que se utilizan en 
la industria alimentaria son de diversas fuentes, tales como animal (gelatina), vegetal (soja, 
maní y proteínas de marañón), y derivados de fuente animal (proteínas de la leche). Con el 
aumento de las necesidades de proteínas, las nuevas fuentes han sido desarrolladas, tales 
como concentrados y aislados de proteína de anacardos (Semiu et al., 2009) y semillas de 
algodoncillo (Mila et al., 2009). Recientemente, se ha convertido en popular obtener 
proteínas tanto con funcionalidad ideal y bioactividad, tales como el aislado de proteína de 
semilla de colza, que exhibe actividad antioxidante (Semiu et al., 2009) y el de lupino que 
muestra actividad antihipertensiva (Boschin et al., 2014). 
 
La función biológica de las principales proteínas vegetales que se explotan comercialmente 
es formar parte del endosperma de la semilla, a la que nutren durante la germinación y 
desarrollo, procesos durante los que se modifican los niveles de las diferentes proteínas. El 
grupo proteínico preponderante varía de acuerdo al grupo de plantas del que se trate: en el 
caso de los cereales dominan las glutelinas, en las leguminosas las globulinas (Badui, 
2006). 
 
Las proteínas de origen vegetal son usadas como ingredientes en formulas nutricionales 
dietéticas y productos emulsionados e igualmente como extensores en productos cárnicos 
(Andújar et al., 2000; citado por Jaimes et al., 2012). El Codex Alimentarius (1995) los 
denomina Productos Proteínicos Vegetales (PPV), los cuales pueden clasificarse 
dependiendo de su porcentaje de proteínas en: harinas proteínicas (50 – 65 %), 
concentrados proteínicos (65 – 90 %) y aislados proteicos (> 90 %). Los aislados proteicos 
son la forma comercial más purificada, que se logran eliminando los polisacáridos, 
oligosacáridos y algunos otros componentes ya sea por: hidrólisis y posterior precipitación, 
por adición de ácido, controlando los diferentes parámetros como: el pH, temperatura, 
solubilidad y otros, que permiten el enriquecimiento de la proteína requerida (Bohinski, 
1976). En el Cuadro 6 se presenta las diversas proteínas vegetales según su contenido de 
proteína total. 
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Cuadro 6: Contenido proteínico de las principales semillas cultivadas. 
Cultivo Proteína total % 
Leguminosas 
Garbanzo 20 – 28 
Haba 20 – 30 
Lenteja 23 – 29 
Frijol 19 – 21 
Chícharo 21 – 28 
Cacahuate 25 – 28 
Soya 32 – 42 
Oleaginosas 
Algodón 17 – 21 
Colza 20 – 25 
Ajonjolí 25 
Girasol 27 
FUENTE: Badui (2006). 
 
2.4.1. Solubilidad de las proteínas en el agua 
 
La solubilidad de las proteínas está determinada por tres factores principales: (1) su grado 
de hidratación, (2) su  densidad y distribución de cargas a lo largo de la cadena, y (3) la 
presencia de compuestos no proteicos como fosfatos, carbohidratos o lípidos que puedan 
tener un efecto estabilizante (Badui, 2006). Desde el punto de vista termodinámico, la 
solubilización corresponde a una disociación simultánea de las moléculas del disolvente y 
de las moléculas de proteínas, previa a una dispersión de estas últimas en el disolvente, con 
una superficie interfacial de máximo contacto entre la proteína y el disolvente. Por tanto, 
para que una proteína pueda solubilizarse será necesario que reaccione, en todo lo posible, 
con el disolvente (enlaces hidrógeno, interacciones dipolo – dipolo e iónicas). La 
solubilidad depende fundamentalmente del pH, fuerza iónica, tipo de disolvente, 
temperatura (Cheftel et al., 1989) y relación materia prima: solvente (Rodrigues et al., 
2012). 
 
 
 
 13 
 
a. Influencia del pH 
 
Una proteína, con valores de pH superiores o inferiores al punto isoeléctrico, tiene carga 
negativa o positiva y las moléculas de agua reaccionan con estas cargas contribuyendo así 
a su solubilización. Además, las cadenas proteicas que llevan cargas eléctricas del mismo 
signo, tienen tendencia a repelarse y por tanto a disociarse y desdoblarse. Si se representa, 
en función del pH, las variaciones de la solubilidad de una proteína determinada, se 
obtiene, corrientemente, una curva en V o en U, en la que el mínimo corresponde al punto 
isoeléctrico (pI). La solubilidad, y por tanto el rendimiento de la extracción, es mayor a pH 
alcalino que a pH ácido. Para valores de pH próximos al pI, las moléculas proteicas que 
manifiestan un mínimo de interacciones con el agua y sus cargas netas, son lo bastante 
débiles para que puedan aproximarse las cadenas polipeptídicas. Algunas veces, se forman 
estos agregados, lo que puede conducir a una precipitación. La cantidad de precipitado 
aumenta cuando la densidad de los agregados difiere mucho de la del disolvente y es 
grande el diámetro de los nuevos agregados (Cheftel et al., 1989). 
 
b. Influencia de la temperatura 
 
A pH y fuerza iónica constante, un incremento moderado de la temperatura, hasta 
alrededor de 40 ºC, mejora la solubilidad de las proteínas. Las temperaturas más altas 
conllevan a su desnaturalización y a la exposición de residuos hidrófobos inicialmente 
encerrados en el interior de la estructura. La solubilidad disminuye de manera importante 
por aumento de las fuerzas de atracción entre las proteínas (Jeantet et al., 2010).    
 
c. Influencia de la fuerza iónica 
 
El efecto de la fuerza iónica sobre la solubilidad de las proteínas se manifiesta en dos fases. 
Para las concentraciones bajas de sal, un incremento de la fuerza iónica favorece la 
aparición de carga en la superficie de la proteína lo que aumenta su potencial de superficie 
y su hidratación: la solubilidad de la proteína aumenta, es el efecto salting-ing. Para 
valores elevados de fuerza iónica, las cargas de superficie de la proteína están neutralizadas 
y la hidratación disminuye: la solubilidad disminuye, lo que puede conducir a la 
precipitación, es el efecto salting-out (Jeantet et al., 2010). 
 
 14 
 
d. Influencia de los disolventes  
 
La adición de algunos disolventes, tales como el etanol o la acetona, a una solución acuosa 
de proteína, disminuye la constante dieléctrica del medio. De esta forma disminuyen las 
fuerzas electrostáticas de repulsión existentes entre las moléculas proteicas, lo que 
contribuye a su agregación y precipitación. Estos disolventes entran así en competencia 
con las moléculas de agua y por tanto pueden reducir la solubilidad de las proteínas 
(Cheftel et al., 1989). 
 
e. Influencia relación materia prima/solvente 
 
La cantidad de materia prima a solubilizar en el sistema, influye significativamente en la 
composición y cantidad porcentual de la proteína recuperada, sin embargo el solvente 
(solución extraente que es ajustada a pH de extracción) debe ser adecuado para que no se 
sature los componentes proteicos solubilizados, lo que indica que es de vital importancia 
determinar la relación apropiada para que sea adecuado entre la cantidad de disolvente y la 
cantidad de proteínas a solubilizar (Ventura et al., 2005). 
 
2.4.2. Clasificación de las proteínas  
 
Según Badui (2006) las cuatro categorías en las que se clasifican las proteínas de acuerdo 
con las características de solubilidad son las siguientes: 
 
? Albuminas: Se solubilizan en agua a pH 6,6. 
? Globulinas: Son solubles en soluciones salinas diluidas a pH 7. 
? Glutelinas: Son solubles en soluciones ácidas (pH 2) y alcalinas (pH 12). 
? Prolaminas: Son solubles en etanol al 70 %. 
 
Cabe mencionar que las prolaminas como las glutelinas son proteínas altamente 
hidrofóbicas. Algunas proteínas globulares conservan una fuerte solubilidad a cualquier 
valor de pH (Jeantet et al., 2010). 
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Sathe et al. (2012) reportaron que la albumina, globulina y glutelina fueron las fracciones 
más importantes entre las proteína solubles de la harina de semilla del sacha inchi, la 
prolamina contribuye en pequeña proporción. Señala también que el 90 % de proteínas de 
la harina de semilla del sacha inchi pueden solubilizarse y que las fracciones de proteínas, 
albúminas (43,7 %), globulinas (27,3 %), prolaminas (3 %) y glutelinas (31,9 %) 
representaron el total de proteínas solubles acuosas. 
 
2.5. Extracción de proteínas 
 
Callisaya (2011) indica que la moderna tecnología de alimentos permite una utilización 
más eficaz de las proteínas vegetales, mediante la elaboración de extractos proteicos de 
mayor calidad, además del adecuado control de sus propiedades hace que su utilización sea 
cada vez más frecuente en la formulación de alimentos nuevos. Entre los fines perseguidos 
cuando se extraen las proteínas vegetales están: nutricional, funcional, organoléptico y 
económico. 
 
Linden y Lorient (1996) reportan que en la solubilización de la proteína intervienen al 
menos cuatro factores simultáneamente: pH, fuerza iónica, temperatura y el tipo de 
solvente. Los pHs alcalinos producen una máxima solubilidad de la proteína; sin embargo a 
partir de pH 10 se provoca una racemización de los aminoácidos y la formación de puentes 
covalentes intra o intermoleculares disminuyendo la digestibilidad de la proteína. El 
aumento considerable de la fuerza iónica disminuye la solubilidad a pH extremos, las 
temperaturas bajas son preferidas pues son poco desnaturalizantes. 
 
Según Rodríguez (1981) los factores que también intervienen en la extracción de la 
proteína son: el tamaño de partícula de la harina y la relación solvente/materia prima. A un 
menor tamaño de partícula de la harina y una mayor relación materia prima/solvente se 
obtiene una mayor solubilidad proteica; estas relaciones tienen un límite de máxima 
efectividad las cuales están en función del tipo de materia prima utilizada. Fennema (2010) 
indica para la obtención de proteína aislada de leguminosas utilizar semillas desgrasadas, 
para poder extraer la proteína, la presencia de lípidos provoca durante la solubilización 
alcalina la formación de emulsiones establecidas por las proteínas, las cuales son 
resistentes a la centrifugación. 
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En la Figura 2, se muestra una visión integral de técnicas de extracción y fraccionamiento 
de proteínas y péptidos en los diversas fuentes de alimentos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Esquema de las técnicas de extracción y fraccionamiento de proteínas y 
péptidos empleados en los alimentos.  
FUENTE: Martínez et al. (2013). 
 
2.6. Métodos de extracción de proteínas 
 
2.6.1. Extracción alcalina y precipitación isoeléctrica 
 
Este procedimiento se basa en la solubilización de las proteínas en un medio alcalino; la 
solución se filtra y se centrifuga para eliminar los polisacáridos insolubles (incluye la fibra) 
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(Fennema, 2010). Fidantsi y Doxastakis (2001) indican que mediante este método de 
extracción proteica se obtiene principalmente globulinas y una considerable cantidad de 
polisacáridos pero no albúminas.    
 
Según Ramírez et al. (2007); citado por Urrutia (2010) este método consiste en el uso de 
una base para solubilizar las proteínas, comúnmente se utiliza hidróxido de sodio NaOH 
para la extracción alcalina, posteriormente se procede a la precipitación isoeléctrica 
(solubilidad mínima de las proteínas a pH alrededor de 4,5). Generalmente el 
procedimiento consiste en mezclar harina con agua destilada en relación de 1/10, ajustando 
el pH a 9 con NaOH 0,1 N. La extracción se realiza agitando la suspensión por 45 minutos 
a temperatura ambiente. Para separar la proteína extraída del residuo, el extracto se 
centrifuga a 10000 rpm. La precipitación de las proteínas aisladas se realiza ajustando el 
pH a 4,5 con HCl 0,1 N. El aislado proteico precipitado se recupera por centrifugación a 
10000 rpm (30 min a 4 °C), posteriormente se procede a lavar preferentemente dos veces 
con agua químicamente pura. 
 
Por otra parte, Shen et al. (2008) las proteínas en las células vegetales son poco solubles en 
agua debido a su naturaleza hidrófoba y la unión de disulfuro entre las moléculas de 
proteína. Se cree que la alta concentración alcalina ayuda a romper los enlaces de 
hidrógeno y disociar el hidrógeno del carbólico y grupos sulfato. El aumento de la carga de 
la superficie de las moléculas de proteínas nos llevará a un aumento de solubilidad en agua. 
Esto ha sido demostrado por Guo et al. (2005), que utiliza una solución de NaOH 0,1 M y 
consigue el 55 % de extracción de proteínas de arroz. Otras investigaciones se realizaron 
en semillas de pimiento (Firatligil-Durmus y Evranuz, 2010), legumbres (guisantes, 
garbanzos, lentejas y frijoles) (Boye et al., 2010), torta de leche de coco (Chambal et al., 
2012), té (Shen et al., 2008), entre otros. 
 
2.6.2. Extracción alcalina con adición de sal 
 
Las sales neutras ejercen efectos pronunciados sobre la solubilidad de las proteínas 
globulares. A baja concentración, las sales incrementan la solubilidad de muchas proteínas, 
fenómeno que recibe el nombre de solubilización por salado. Las sales de iones divalentes 
tales como el MgCl2 y el (NH4)2SO4, son mucho más eficaces en la solubilización de las 
proteínas que las sales de iones monovalentes tales como el NaCl, KCl y NH4Cl. Las 
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capacidades de las sales neutras para influir en la solubilidad de las proteínas está en 
función de su fuerza iónica que constituye una medida tanto de la concentración como del 
número de las cargas eléctricas existentes en los cationes y aniones aportados por la sal. El 
efecto de la solubilidad por salado está causado por cambios de tendencia a la ionización 
de los grupos -R disociables de la proteína (Nelson y Cox, 2001). 
 
De manera similar existe un trabajo de extracción de proteínas a partir de la harina 
desgrasada de la semilla del sacha inchi por el método de extracción alcalina adicionada 
con NaCl, realizado por Sathe et al. (2012), donde hallaron la máxima extracción de 
proteínas a pH 12 (con NaOH), temperatura ambiente, relación harina/solvente 1/10 (p/v), 
NaCl 2 M y tiempo de extracción de 15 minutos, obteniendo un rendimiento de 
recuperación de proteínas de 79,5 %. Estudios recientes reportan el uso principalmente de 
las sales de sodio y calcio para extraer proteínas de diferentes alimentos vegetales (Ghaly y 
Alkoaik 2010; Lestari et al., 2010; Karaca et al., 2011; Nadal et al., 2011). Como el caso 
de la torta de palma asistida con hexametafosfato de sodio (1,5 %), que se obtuvo un 
rendimiento de recuperación de proteínas de 28,86 % (Chee y Ayob, 2013); las semillas de 
melón amargo con NaCl (1,3 M), obtuvieron un rendimiento de 80,4 % (Horax et al., 
2011); girasol 80 % (NaCl 2,8 M) (Pickardt et al., 2009); frijol castilla 87 % (NaCl 0,15 
M) (Mune et al., 2008); las semillas de calabaza 32 % (NaCl 4,26 %) (Quanhong y Caili, 
2005) y canola 48,4 % (NaCl 0,1 M) (Milanova et al., 2003). 
 
2.6.3. Extracción enzimática asistida 
 
La extracción enzimática asistida ha despertado un gran interés, y se ve como un método 
alternativo para extraer proteínas de semillas oleaginosas (Sui et al., 2011). Las enzimas 
pueden ayudar en la extracción de proteínas de varias maneras. Carbohidrasas, que pueden 
atacar los componentes de la pared celular, pueden aumentar el rendimiento de proteína 
liberando más proteína de la fuente de la matriz. Una combinación de enzimas (es decir, 
Viscozyme L) para hidrolizar la pared celular, se ha utilizado para escindir enlaces dentro 
de la matriz de polisacárido de manera efectiva y, por tanto, liberar más proteína 
intracelular a partir de salvado de avena (Guan y Yao 2008). 
 
En los últimos años, diferentes proteasas, solos o en combinación, se han utilizado para 
hidrolizar parcialmente proteínas a péptidos, aumentando su solubilidad y hacerlas más 
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fácilmente extraíbles. De Moura et al. (2011) desarrollaron un proceso de extracción 
enzimática asistida de dos etapas en contracorriente para la soja, reduciendo 
significativamente la cantidad de agua utilizada. Lograron ligeramente, altos rendimientos 
de aceite y proteínas que los de extracción estándar enzimática asistida de una sola etapa. 
 
La extracción enzimática asistida de proteínas ha sido definida como una alternativa 
ecológica, segura y barata para extraer aceite y proteínas simultáneamente (Latif y Anwar 
2009). Además, este proceso evita daños graves a las proteínas producido por las etapas de 
refinación, mejorando sus propiedades nutricionales y funcionales (Domínguez et al., 
1994). Sin embargo, y aunque el proceso de extracción enzimática no produce productos 
químicos tóxicos, muestra algunas desventajas, tales como el largo tiempo requerido y el 
elevado costo de las enzimas. El uso de enzimas inmovilizadas en la extracción de proteína 
puede reducir el costo global permitiendo la reutilización de las enzimas (Sari et al., 2013). 
Algunos estudios que utilizan este proceso de extracción se muestran en el Cuadro 7. 
 
2.7. Hidrólisis enzimática de la proteína 
 
En los hidrolizados de proteínas se alteran sus diversas características tecnofuncionales, 
tales como la solubilidad, viscosidad, características sensoriales, emulsión y características 
de la espuma, que les conceden ventajas para el uso en muchos productos alimenticios, 
respecto a las proteínas originales (Yin et al., 2008; Ruíz et al., 2007). Según Acchouri et 
al. (1998) el grado de hidrólisis óptimo para mejorar las propiedades tecnofuncionales es 
menor al 3 %, ya que una hidrólisis intensa aumenta la solubilidad y perjudica las 
propiedades gelificantes, espumantes y emulsificantes de las proteínas de los alimentos. 
 
Por otra parte, las propiedades tecnofuncionales de los hidrolizados de proteína dependen 
del grado de hidrólisis (GH) y de las propiedades fisicoquímicas de los polipéptidos en el 
hidrolizado (Adler-Nissen, 1986). Así mismo, los hidrolizados que se producen para su uso 
en alimentación se pueden agrupar en: hidrolizados con bajo grado de hidrólisis, entre 1 % 
y 10 %, para la mejora de las propiedades tecnofuncionales y para su uso como 
saborizantes; por último, hidrolizados extensivos, con grado de hidrólisis superior al 10 %, 
para su uso en alimentación especializada (Benítez et al., 2008).  
  
 
Cuadro 7: Extracción enzimática asistida de algunas fuentes de alimentos. 
Enzima Alimento Muestra 
Proteína 
extraída (%) 
Referencia 
AlcalasaTM    
Arroz Salvado 81 Hamada 2000 
Avellana Semilla 92,2 Sui et al. 2011 
Pino Semilla 87,4 Wang et al. 2011 
Maní Semilla 82,5 Wang et al. 2008 
Maní S. tostada 80,1 Zhang et al. 2011 
Alcalase + 
Protamex (1:3) 
Té Hoja 34 Shen et al. 2008 
Proteasa alcalina Arroz Arroz partido 75,5 Hou et al. 2010 
Flavourzyme Arroz Salvado 88 Hamada 2000 
Glucoamilasa Lenteja Haba - Bildstein et al. 2008 
Neutrasa 1,5MG Coco Jugo 83 Sant’Anna et al. 2003 
Olivex + 
Celluclast 
Guevina avellana Torta 65 Moure et al. 2002 
Papaína  Arroz Arroz partido 46,3 Hou et al. 2010 
Pectinasa + 
Proteasa P 
Arroz Salvado 80 Tang et al. 2003 
Fitasa Arroz Salvado 80 Wang et al. 1999 
Protex 40XL Colza Harina 80 Sari et al. 2013 
Protex 6L 
Lupino Semilla 77,2 Jung 2009 
Soya Hojuelas 96 De Moura et al. 2011 
Protex 5L Colza Harina 61 Sari et al. 2013 
Protex 7L 
Sésamo Semilla 87,1 Latif y Anwar 2011 
Moringa oleífera Semilla 75,4 Latif y Anwar 2009 
Viscozyme L 
Coco Jugo 83 Sant’Anna et al. 2003 
Avena Salvado 55,7 Guan y Yao 2008 
Soya Harina 56,3 Rosset et al. 2012 
Viscozyme L + 
Cellulast 1,5L 
Arroz Salvado 37 Tang et al. 2002 
Xilanasa Arroz Salvado 82 Wang et al. 1999 
Xilanasa + 
Amilasa Fitasa  
Arroz Salvado 75 Wang et al. 1999 
Tripsina Palma Torta 61 Chee et al. 2012 
FUENTE: Martínez et al. (2013). 
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2.7.1. Grado de hidrólisis 
 
El grado de hidrólisis es la propiedad fundamental de un hidrolizado y va a determinar en 
gran medida las restantes características del mismo y por tanto su posible uso. Se define 
como el porcentaje de enlaces peptídicos rotos en relación a la proteína original (Adler-
Nissen, 1986). El grado de hidrólisis final está determinado por las condiciones utilizadas, 
siendo éstas, la concentración de sustrato, naturaleza de la enzima, temperatura, pH, 
relación enzima – sustrato y el tiempo de reacción. Si el proceso de hidrólisis no se 
controla, el pH de la solución cambiará después del inicio de la hidrólisis debido a la 
formación de grupos aminos nuevos, los cuales son capaces de liberar o aceptar protones, 
dependiendo del pH de la hidrólisis. A un pH bajo todos los grupos amino están 
protonados y solamente parte de los grupos carboxilo están desprotonados, resultando en 
una captación neta de protones por cada enlace peptídico roto, causando un incremento del 
pH. A pH neutro y alcalino la hidrólisis resulta en una disminución de pH, pues todos los 
carboxilos están desprotonados y solamente parte de los grupos amino están protonados. 
Con el fin de prevenir un cambio de pH durante la hidrólisis, la reacción debería llevarse a 
cabo en un sistema buffer o en un sistema de pH – stat (mantiene la disolución de proteínas 
a pH constante añadiendo NaOH) en el cual el pH se fija en el valor deseado (Benítez et 
al., 2008). Los métodos para medir el grado de hidrólisis se basan en:  
 
? La determinación de los grupos α-amino libres, utilizando los reactivos como 
ninhidrina, ortoftaldialdehído (OPA) y ácido trinitrobencenosulfónico (TNBS) 
(Adler-Nissen, 1986). 
? La determinación de nitrógeno soluble; utilizando el método de Kjeldahl (A.O.A.C. 
2005), método de Biuret (Hung et al.,  1984) o el método de Lowry et al. (1951). 
 
2.7.2. Proteasas comerciales 
 
Actualmente se encuentran disponibles comercialmente muchas proteasas de grado 
alimentario. Estas proteasas pueden ser clasificadas, por su origen, (animal, vegetal, 
bacteriano o fúngico), por su modo de acción catalítica (endo- o exo-actividad) o con base 
en su sitio catalítico. Las endoproteasas hidrolizan enlaces amídicos dentro de la cadena de 
la proteína. Las exoproteasas, por el contrario, eliminan aminoácidos terminales de las 
proteínas o péptidos. La naturaleza del centro catalítico de las proteasas difiere de acuerdo 
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con los aminoácidos y otros ligandos que intervienen en la formación del complejo enzima 
– sustrato. Las primeras enzimas proteolíticas utilizadas en la industria alimentaria fueron 
proteasas pancreáticas de origen animal, si bien cada vez están adquiriendo mayor 
importancia las de origen bacteriano o fúngico. Los preparados enzimáticos suelen ser 
mezclas de estas enzimas y normalmente se venden en estado líquido o como polvos 
(Benítez et al., 2008). 
 
En el Cuadro 8 se presentan algunas de las proteasas comerciales de grado alimentario 
disponibles en el mercado y se indica la especificidad de parte de ellas.  
 
2.8. Metodología de superficie de respuesta 
 
La Metodología de Superficies de Respuesta (MSR) es un conjunto de técnicas 
matemáticas utilizadas en el tratamiento de problemas en los que una respuesta de interés 
está influenciada por varios factores de carácter cuantitativo. El propósito inicial de estas 
técnicas es diseñar un experimento que proporcione valores razonables de la variable 
respuesta y, a continuación, determinar el modelo matemático que mejor se ajusta a los 
datos obtenidos (Montgomery, 2002). 
 
Según Montgomery (2002) el valor real esperado, η, que toma la variable de interés 
considerada está influenciado por los niveles de k factores cuantitativos, x1, x2,..., xk, esto 
significa que existe alguna función de x1, x2,..., xk que proporciona el correspondiente valor 
de η para alguna combinación dada de niveles: 
 
 ? ? ????? ??? ? ? ??? (1) 
 
De tal forma que la variable respuesta puede expresarse como: 
 
 ? ? ? ? ? ? ????? ??? ? ? ??? ? ? (2) 
 
Donde ɛ es el ruido o error observado en la respuesta Y. La relación existente entre η 
(función) y los niveles de los k factores representa la superficie de respuesta (Montgomery, 
2002). 
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2.8.1. Terminología 
 
a. Variable 
 
Una variable es un símbolo, tal como X, Y, H, x o B, que puede tomar un conjunto 
prefijado de valores llamado dominio de esa variable. Si la variable puede tomar un solo 
valor se llama constante (Spiegel, 1991). La notación se clasifica en: 
 
a.1. Variable independiente 
 
 Es una variable de proceso que puede tomar valores independientemente de las otras 
variables. Así, para definir una variable dependiente debe existir por lo menos una variable 
independiente (Ayala y Pardo, 1995).  
 
a.2. Variable dependiente 
 
Son aquellas variables que describen los resultados de un proceso. Esta denotado 
comúnmente por Yi. También se le llama variable performance o criterio de optimización 
(Ayala y Pardo, 1995). 
 
b. Parámetro 
 
Se denomina parámetro de proceso a aquellos que no cambian o no pueden cambiar su 
valor durante el rango de validez del modelo matemático o físico de un proceso. 
Comúnmente aparecen como simples constantes en las ecuaciones matemáticas (Ayala y 
Pardo, 1995). 
 
c. Diseño experimental 
 
Un experimento es una prueba o ensayo. Un experimento diseñado es una prueba o una 
serie de pruebas en las cuales se inducen cambios deliberados en las variables de entrada 
de un proceso o sistema, de manera que sea posible observar e identificar las causas de los 
cambios con el criterio de optimización (Ayala y Pardo, 1995). 
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d. Modelo matemático 
 
Consiste en una ecuación o sistema de ecuaciones algebraicas o diferenciales que 
representan cuantitativamente el proceso o algunos aspectos del proceso (Ayala y Pardo, 
1995).  
 
e. Función objetivo 
 
El punto de partida básico en un proceso de optimización es definir adecuadamente un 
criterio de optimización, es decir, que se va a optimizar. Se debe escoger entre las variables 
dependientes, aquellas que bajo algún criterio adecuado brinde mejores resultados (Ayala y 
Pardo, 1995). 
 
Según Ayala y Pardo (1995) la relación entre el criterio de optimización y las variables 
independientes consideradas en el estudio se denomina función objetivo. El principal 
objetivo de un proceso será maximizar o minimizar una función objetivo el cual está 
definida por: 
 
 ?????? ? ???? ?? ?? ?? (3) 
Donde:  
F: Criterio de optimización. 
x, u, h, z: Variables independientes. 
 
f. Superficie de respuesta 
 
Es la representación geométrica de la función objetivo o más propiamente del modelo 
matemático obtenido. Debe distinguirse claramente de una superficie de respuesta 
estimada de una superficie de respuesta real (Ayala y Pardo, 1995). Una superficie de 
respuesta estimada, es la representación geométrica del modelo matemático obtenido. Una 
superficie de respuesta real, es la representación geométrica de un modelo, solo podemos 
aproximarnos a ella con los modelos matemáticos comúnmente usados (superficie de 
respuesta predicha) (Ayala y Pardo, 1995). 
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g. Gráfica de contorno 
 
La grafica de contornos facilita la visualización de la forma de una superficie de respuesta 
en tres dimensiones. En ésta las curvas de los valores iguales de respuesta se grafican en un 
plano donde los ejes coordenados representan los niveles de los factores. Cada curva 
representa un valor especifico de la altura de la superficie, es decir un valor especifico Ŷ 
(Montgomery, 2002).  
 
h. Análisis de varianza 
 
Los resultados del análisis de varianza de un conjunto de datos que provienen de un 
experimento, pueden ser presentados según el Cuadro 9, cuyas entradas representan 
medidas de información acerca de las fuentes de variación de los datos. 
 
Cuadro 9: Representación del análisis de varianza. 
Fuente de 
variación 
Grados de 
libertad 
Suma de cuadrados 
Cuadrado 
medio 
Regresión (Modelo 
ajustado) 
p – 1 ????? ?????? ? ????
?
???
 
?????
?? ? ?? 
Residual N – p ??? ????? ? ?????
?
???
 
???
?? ? ?? 
Falta de ajuste N – p – nc + 1 ??? ? ??? 
??? ? ???
? ? ? ? ?? ? ? 
Error puro nc – 1 ??? ?????? ? ?????
?
???
 
???
??? ? ?? 
Total N – 1 ??? ????? ? ????
?
???
 
???
?? ? ?? 
FUENTE: Box y Draper (1987). 
 
Donde: 
p: Número de tratamientos. 
nc: Número de puntos centrales. 
N: Número total de unidades experimentales. 
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SSReg: Suma de cuadrados de la regresión. 
SSR: Suma de cuadrado residual. 
SSE: Suma de cuadrado del error puro. 
SST: Suma de cuadrado del total. 
Yi: Valores observados en el diseño experimental. 
Ŷi: Valores estimados por el modelo. 
Ȳi: Media de los valores observados en el diseño experimental. 
Yiº: Valores observados en el punto central. 
Ȳº: Media de los valores observados en el punto central. 
 
Cabe indicar que la suma total de cuadrados (SST) representa la variación total en un 
conjunto de datos y la suma de cuadrados de regresión (SSReg) representa la porción de SST 
atribuible a la ecuación de regresión ajustada. Por otro lado, la falta de ajuste permite 
conocer la existencia o no de ajuste de los resultados experimentales a la ecuación de 
regresión estimada y la SSE da idea de la buena reproducibilidad del experimento (Box y 
Draper, 1987). 
 
2.8.2. Etapas de optimización 
 
Según Ayala y Pardo (1995) optimizar un proceso o producto requiere una estrategia 
adecuada para encontrar valores óptimos. Para llegar a esta meta se sigue 3 etapas: 
screening, escalamiento y optimización final.  
 
Candioti et al. (2014) muestran un esquema general para un proceso de optimización 
aplicando el método de superficie respuesta, mostrado en la Figura 3. 
 
a. Screening 
 
Esta etapa es identificar aquellas variables que verdaderamente aumenten la eficacia de un 
proceso (la más significativa). Al inicio de un proceso de optimización, cuando no se tiene 
un buen conocimiento del comportamiento del proceso, la lista de variables que pueden 
influir en el proceso son muchas (Ayala y Pardo 1995), por lo que es necesario identificar a 
las más relevantes. Los diseños más usados en esta etapa son los diseños factorial 2k, 
factorial fraccionado y el diseño de  Plackett y Burman. 
  
 
 
Desarrollo del método
analítico
Selección de factores
Ejecutar el diseño de
Screening
¿Los factores son
significativos?
Cambio de
niveles de
los factores
Eliminar el
factor
Ejecutar el Diseño de
Superficie de Respuesta
Función Objetivo
Optimización
¿Hay varias respuestas?
Posición óptima
Optimización de
respuesta múltiple
RESPUESTA
ÓPTIMA
No
No
Si
Si
D. Factorial 2k
D. Factorial Fraccionado
D. Plackett y Burman
D. Compuesto central
D. Box Behnken
D. Equirradial
 
Figura 3: Diagrama de flujo de la metodología de superficie de respuesta. 
FUENTE: Candioti et al. (2014). 
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Montgomery (2002) señala que el primer paso en la MSR consiste en determinar una 
aproximación apropiada a la relación funcional real entre “y” y el conjunto de variables 
independientes. Por lo general se emplea un polinomio de orden bajo sobre alguna región 
de las variables independientes. Si la respuesta es descrita adecuadamente por una función 
lineal de las variables independientes, la función de aproximación es el modelo de primer 
orden: 
 
 ? ? ?? ? ???? ? ??????? ? ???? ? ? (4) 
 
En esta clase de diseños de primer orden se tiene: 
? Diseños factoriales 2k (con réplicas en el punto central). 
? Diseño factorial fraccionado. 
? Diseños Plackett y Burman. 
 
a.1. Diseño factorial 2k 
 
Los diseños de tratamiento factoriales 2k son útiles para realizar estudios preliminares con 
muchos factores, para identificar los más importantes y sus interacciones. Sin embargo, el 
número de unidades experimentales aumenta geométricamente con el número de factores 
en el estudio (Kuehl, 2000). Según Montgomery (2002) es aquel diseño donde se 
investigan todas las posibles combinaciones de los niveles de los factores en cada ensayo 
completo o réplica. Por lo tanto, el número total de experimentos a llevarse a cabo viene 
definido por la relación:  
 
 ?? ? ? ?? (5) 
Donde: 
k: Es el número de variables o factores  
N: El número de experimentos. 
 
En este diseño los factores (k) se codifican a los niveles +1 (para el más alto) y -1 (para el 
más bajo). El diseño no permite la estimación del error experimental a menos que se 
repitan los experimentos, para lograr esto se aumenta el diseño con observaciones en el 
centro. La adición de los puntos centrales no tiene influencia sobre los coeficientes βi para i 
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? 1, pero la estimación de β0 es el promedio general de todas las observaciones 
(Montgomery, 2002). 
 
a.2. Diseño factorial 2k con réplica en el punto central 
 
El diseño factorial a dos niveles, asume que la relación entre las variables y la respuesta es 
representada por un modelo matemático lineal. De ser cierta dicha linealidad, el modelo 
debe predecir adecuadamente todos los puntos del diseño, inclusive el punto central. Por 
supuesto, es innecesaria la linealidad perfecta y el sistema 2k funcionará bastante bien 
incluso cuando la suposición de linealidad se cumple solo de manera aproximada. De no 
ser cierta esta hipótesis, es decir que no prediga adecuadamente, especialmente el punto 
central del diseño, se puede afirmar que el modelo matemático lineal no es suficiente para 
explicar las respuestas en dicha región experimental y se asume una posible existencia de 
curvatura. Para ello la adición de pruebas en el punto central del diseño sirve para dar una 
estimación promediada del efecto curvatura (Ayala y Pardo, 1995). 
 
La suma de cuadrados para la curvatura está dada por: 
 
 ??????????? ? ? ? ????
? ? ???? ??
?? ? ???  
(6) 
Donde: 
Ȳ0: Promedio de las réplicas. 
n0: Número de réplicas en el centro del diseño. 
N: Número de pruebas experimentales. 
Ȳ: Promedio de los puntos exteriores del diseño. 
 
a.3. Diseño Plackett-Burman 
 
Según Ayala y Pardo (1995) el diseño Plackett-Burman es un tipo especial del diseño 
factorial fraccionado, donde se puede construir diseños apropiados para el estudio de k 
variables en N pruebas experimentales, donde N > k. Como pueden estudiarse con N 
experimentos hasta N - 1 variables, la diferencia se asigna a variables denominadas 
ficticias (no representa a ninguna variable experimental), cuya utilidad básica es la 
determinación de la varianza del error experimental. Por esta razón es conveniente que se 
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apliquen al menos dos variables ficticias. Según Vatanara et al. (2007) el diseño Plackett-
Burman permite la proyección de los factores principales de un gran número de variables 
de proceso. Por tanto, este diseño es bastante útil como paso previo para seleccionar 
factores clave para futuros procesos de optimización.  
 
b. Escalamiento 
 
El escalamiento se da cuando se tiene evidencia que la región óptima se encuentra lejos de 
los experimentos iniciales (screening), o para confirmar una hipótesis previa (según 
experiencias del investigador o según el análisis del efecto de curvatura en la etapa 
screening). Esta etapa consiste en escalar sucesivamente hacia la región óptima (curvatura) 
hasta llegar ubicarla. Existen varios métodos entre los cuales destacan el método de 
pendientes ascendentes o descendentes y el método de búsqueda simple (Simplex Search). 
Estos métodos permitirán acercarse a la denominada “región experimental de respuesta 
estacionarias”, es decir, a una zona en la cual ya no es posible mejorar las respuestas por 
las técnicas mencionadas. En esta situación los efectos cuadráticos toman importancia y el 
uso de modelos de segundo orden es necesario para describir dicha región (Ayala y Pardo, 
1995). 
 
c. Optimización final 
 
En la región óptima los efectos de segundo orden son mayores en valor absoluto a los 
efectos de primer orden, lo que indica que esta región puede describirse apropiadamente 
por modelos matemáticos de segundo orden. Los diseños experimentales más apropiados 
para estos casos son los diseños rotables y los diseños compuestos (Ayala y Pardo, 1995). 
Dentro de los diseños rotables de segundo orden se incluyen: 
? Diseño compuesto central. 
? Diseño equirradial. 
? Diseño Box Behnken. 
 
Montgomery (2002) menciona, cuando el experimentador se encuentra relativamente cerca 
del óptimo, por lo general se requiere de un modelo que incorpore la curvatura para 
aproximar la respuesta, siendo el de segundo orden el más adecuado. La ecuación ajustada 
de segundo orden es la siguiente:  
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 ? ? ?? ?????? ?
?
???
???????
?
???
??????????
?
???
?
???
? ? (7) 
 
Donde los βi son los coeficientes de regresión para los términos de primer orden, los βii son 
los coeficientes para los términos cuadráticos puros, los βij son los coeficientes para los 
términos de interacción y ԑ es el término del error aleatorio. Los términos cuadráticos 
puros y de interacción son de segundo orden (Montgomery, 2002).  
 
Ayala y Pardo (1995) aseguran que los coeficientes del modelo matemático de segundo 
orden pueden ser estimados sometiendo los valores observados a un análisis de regresión 
múltiple (método de mínimos cuadrados), el cual puede llevarse a cabo bajo la forma de 
ecuaciones normales o en forma matricial, siendo esta ultima la más recomendable por la 
facilidad que otorga para su ejecución en programas de computadora. 
 
c.1. Diseño compuesto central (DCC) 
 
Tiene como característica esencial menor número de tratamientos que los factoriales 
completos. Son los diseños más utilizados y estudiados para ajustar un modelo de segundo 
orden (Chacín, 1998; Montgomery, 2002).  
 
En general, el DCC consiste en un diseño factorial 2k (cuando las variables son menores a 
cinco), además de puntos axiales (2k) en los ejes de coordenadas a una distancia (±α, 0, 0, 
0), (0, ±α, 0, 0), (0, 0, 0, ±α) del punto central del diseño, más los puntos replicados en el 
centro del diseño necesario para hallar la varianza del error experimental. Los puntos 
axiales fueron agregados al diseño factorial para proporcionar la estimación de la curvatura 
del modelo (Joglekar y May, 1987). Según Montgomery (2002) este diseño se convierte en 
rotable mediante la elección de α, el valor de α para la rotabilidad depende del número de 
puntos en la porción factorial del diseño; ésta se calcula de la siguiente manera: 
 
 ? ? ??????? (8) 
Donde: 
α: Es la distancia al punto axial.  
nF: es el número de puntos usados en la porción factorial del diseño.  
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Box y Drape (1987) señala algunas razones por las que deben incluirse las repeticiones en 
el punto central del diseño: 
? Produce un buen perfil de la función. 
? Minimiza el cuadrado medio del error. 
? Permite hacer un análisis medio del error. 
? Permite hacer un análisis de falta de ajuste a un modelo de segundo orden. 
? Incrementa la robustez del diseño. 
 
Al respecto, Montgomery (2002) afirma que de tres a cinco experimentos usados en el 
punto central son suficientes para alcanzar dichos objetivos. Por su parte, Box y Draper 
(1987) indican que si quiere introducir más puntos centrales que lo sugeridos no hay 
ningún inconveniente, excepto por el costo adicional que significa ejecutar más 
mediciones. En el Cuadro 10 se muestra el número de puntos y el valor α, por el número de 
variables utilizadas. 
 
Cuadro 10: Coordenadas del diseño compuesto central. 
Número de 
variables X (k) 
Número de puntos en 2k Total 
N 
Valor 
de α Factorial Axial Centro 
3 8 6 5 19 1,68 
4 16 8 5 29 2,00 
5 16 10 6 32 2,00 
6 32 12 9 53 2,00 
FUENTE: Cochran y Cox (1990). 
 
c.2. Diseño de Box-Behnken (DBB) 
 
En el diseño de Box-Behnken se forman combinados factoriales 2k con diseños de bloques 
incompletos. Los diseños resultantes suelen ser muy eficientes en términos del número 
requerido de experimentos, y son rotables o casi rotables y hace la estimación de los 
coeficientes de primer y segundo orden más eficientes (Montgomery, 2002). Estos diseños 
son esféricos más que cuboidales puesto que los puntos del diseño se encuentran en las 
orillas de un cubo en lugar de las esquinas como los del DCC con centros en las caras 
(Kuehl, 2000). 
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2.8.3. Optimización de respuestas múltiples 
 
Muchos problemas de superficies de respuesta incluyen el análisis de varias respuestas. La 
consideración simultánea de respuestas múltiples requiere construir primero un modelo de 
superficie de respuesta apropiado para cada respuesta y después intentar encontrar un 
conjunto de condiciones de operación que optimice en cierto sentido todas las respuestas o 
que al menos las mantenga en los rangos deseados (Montgomery, 2002). 
 
Un enfoque relativamente directo para optimizar varias respuestas que funciona bien 
cuando solo hay pocas variables en el proceso es la superposición de las gráficas de 
contorno de cada respuesta. Cuando hay más de tres variables del diseño, se hace muy 
complicada la superposición de las gráficas de contorno, ya que la gráfica de contorno es 
bidimensional, y k - 2 de las variables del diseño deben mantenerse constante para 
construir la gráfica. Con frecuencia se necesita una gran cantidad de ensayo y error para 
determinar cuáles son los factores que deben mantenerse constante y que niveles 
seleccionar para obtener la mejor vista de la superficie. Por lo tanto, existe interés práctico 
en métodos de optimización más formales para las respuestas múltiples (Montgomery, 
2002). 
 
a. Función de deseabilidad 
 
En 1980, Derringer y Suich encontraron una de las soluciones para optimizar respuestas 
múltiples mediante el desarrollo de la función de deseabilidad, que ha sido ampliamente 
utilizado desde entonces en la industria. Esta función se basa en la idea de que la calidad de 
un producto o proceso que tiene muchas características es completamente inaceptable si 
uno de ellos está fuera de un límite deseable. Su objetivo es encontrar las condiciones de 
operación que aseguren el cumplimiento de los criterios de todas las respuestas 
involucradas y, al mismo tiempo, proporcionar el mejor valor de respuesta conjunta 
deseable. Esto se logra mediante la conversión de las respuestas múltiples en una sola, la 
combinación de las respuestas individuales en una función compuesta seguida por su 
optimización (Candioti et al., 2014). 
 
La función de deseabilidad de Derringer permite al analista encontrar las condiciones 
experimentales (niveles de factor) para alcanzar, al mismo tiempo, el valor óptimo para 
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todas las variables evaluadas, incluidas las prioridades del investigador durante el 
procedimiento de optimización. El enfoque general consiste en convertir primero cada 
respuesta ŷi en una función con condición de deseabilidad individual di que varía en el 
rango 0 ≤ di ≤ 1, donde di = 0 para una respuesta indeseable, y di = 1 representa un valor 
completamente deseable, es decir, respuesta ideal. Los valores intermedios indican 
respuestas más o menos deseables (Candioti et al., 2014). 
 
La función de deseabilidad individual a utilizar cuando se desea maximizar una respuesta 
es la siguiente:  
 
 ????????? ?
??
?
??
? ????? ? ??
?????? ? ???? ? ?? ?
?
?? ? ????? ? ??
? ????? ? ??
 (9) 
 
Donde Ui representa el objetivo de la respuesta, es decir, el valor máximo que se desea 
alcanzar; Li, es el mínimo valor aceptable; s, es un valor de potencia llamado ponderación, 
establecido por el analista para determinar lo importante que es para ŷi estar cerca del 
máximo. La representación gráfica de dicha respuesta se muestra en la Figura 4.   
 
 
Figura 4: Función de deseabilidad individual para la maximización de una respuesta. 
FUENTE: Candioti et al. (2014). 
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Si el objetivo es minimizar una respuesta, la función de deseabilidad es la siguiente: 
 
 ????????? ?
??
?
??
? ????? ? ??
??? ? ???????? ? ?? ?
?
?? ? ????? ? ??
? ????? ? ??
 (10) 
 
Donde Li representa el objetivo de la respuesta, es decir, el valor mínimo que se desea 
alcanzar; Ui, es el máximo valor aceptable; t, es la ponderación, para determinar qué tan 
importante es para ŷi estar cerca del mínimo. La representación gráfica de dicha respuesta 
se muestra en la Figura 5. 
 
 
Figura 5: Función de deseabilidad individual para la minimización de una respuesta. 
FUENTE: Candioti et al. (2014). 
 
Si el objetivo es obtener una respuesta a nivel especifico, la función de deseabilidad es: 
 
 ????????? ?
?
??
?
?
??
?
? ? ????? ? ??
?????? ? ???? ? ?? ?
?
?? ? ????? ? ??
? ????? ? ??
?????? ? ???? ? ?? ?
?
?? ? ????? ? ??
? ????? ? ??
 (11) 
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Donde Ti representa el punto que se desea obtener; Ui, es el máximo valor aceptable; y Li, 
es mínimo valor aceptable. La representación gráfica de dicha respuesta se muestra en la 
Figura 6. 
 
 
Figura 6: Función de deseabilidad para la obtención de un nivel específico de una 
respuesta. 
FUENTE: Candioti et al. (2014). 
 
Una vez que la n variable (niveles de factores y respuestas) se transforman en funciones de 
deseabilidad, se combinan en una única función llamada Deseabilidad Global (D), se 
define como la media geométrica ponderada de la deseabilidad individuales (di), de 
acuerdo con la siguiente ecuación: 
 
 ? ? ??? ? ?? ???????? (12) 
 
Donde d1,…, dm corresponde a la función de deseabilidad individual para cada respuesta. 
Si D alcanza un valor diferente de cero, todas las variables que están siendo optimizados 
simultáneamente se puede considerar que tienen un valor deseable. Por otro lado, si una de 
las respuestas es completamente indeseable, D será cero (Candioti et al., 2014). 
 
 
 
Ti 
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2.8.4. Empleo de la metodología de superficie de respuesta en la optimización de la 
extracción de proteínas 
 
Mizubuti et al. (2000) realizaron la optimización de extracción de proteínas de gandul, 
mediante superficie de respuesta, evaluando tres variables independientes: concentración 
de NaCl, pH y relación sólido/líquido. Las condiciones óptimas para la extracción de 
proteínas fueron: pH 8,5 sin NaCl y una relación sólido/liquido de 1/5 (p/v). Siguiendo un 
modelo de segundo orden  y un diseño compuesto central. Obteniendo un 75 % de 
rendimiento de extracción de proteínas.  
 
Quanhong y Caili (2005) emplearon la metodología de superficie de respuesta para 
estudiar los efectos de relación sólido/líquido, concentración de NaCl y el tiempo de 
extracción de proteínas en la semilla de calabaza. La variable más relevante fue la relación 
sólido/líquido y utilizaron un diseño compuesto central. Se encontró que eran óptimas para 
la extracción de proteína a partir de relación sólido/líquido 1/30,2 (p/v), concentración de 
NaCl 4,26 % y tiempo de extracción de 18 minutos. Obteniendo un rendimiento de 
proteína  26 %.  
 
Mune et al. (2008) emplearon la metodología de superficie de respuesta para la 
preparación del concentrado de proteínas de frijol castilla con un diseño compuesto central 
giratorio, evaluando dos variables independientes: pH y concentración de NaCl sobre 
cuatro respuestas: el contenido de proteína (%), el rendimiento de proteína (%), lisina 
reactiva (g/16 g N) y el contenido de zinc (mg/100 g). Utilizó un modelo polinomial de 
segundo orden para predecir las respuestas. Los resultados experimentales mostraron que 
en condiciones óptimas (pH 9,91 y la concentración de NaCl 15 M) el contenido de 
proteína fue ? 84 %, rendimiento de proteína ? 87 %, lisina ? 1,175 g/16 g N y el 
contenido de zinc ? 7,75 mg/100 g. 
 
Guan y Yao (2008) investigaron la aplicación de un pretratamiento enzimático en el 
salvado de avena, utilizando viscozyme L para mejorar la extracción de proteínas. Utilizó 
la metodología de superficie de respuesta, para estudiar los efectos de las variables del 
pretratamiento enzimático (concentración de viscozyme L, pH, tiempo de incubación y 
temperatura) en la extracción de proteína. Las condiciones óptimas del pretratamiento 
enzimático fueron identificados como concentración de Viscozyme L 30 FBG/10 g de 
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salvado de avena, pH 4,6, tiempo de incubación 2,8 h y la temperatura de 44 ºC. En las 
condiciones óptimas, la proteína extraída fue 56,2 %.  
 
Wani et al. (2008) realizaron la extracción para la recuperación máxima de proteína de la 
harina de semilla de sandía (Citrullus vulgaris Cv azúcar bebé), utilizando la metodología 
de superficie de respuesta con un diseño compuesto central y con cuatro variables 
independientes: temperatura (40, 45, 50, 55 y 60 °C), concentración de NaOH (0,03; 0,06; 
0,09; 0,12 y 0,15 g/L), tiempo de extracción (5, 10, 15, 20 y 25 min) y relación 
harina/solvente (1/30, 1/40, 1/50, 1/60 y 1/70 p/v); y la variable respuesta fue el 
rendimiento de proteína. La extracción de la proteína óptima se obtuvo con 0,12 g/L de 
concentración alcalina, 15 min de tiempo de extracción y 1/70 (p/v) relación 
harina/solvente en 50 °C, confirmando la producción de proteína en condiciones óptimas 
de 80,71 %. 
 
Ma et al. (2010) emplearon la metodología de superficie de respuesta, para aislar el 
concentrado de proteína de maní a partir de la harina desgrasada, usando tres variables 
independientes como: relación sólido/líquido, concentración de etanol y temperatura. Los 
resultados mostraron los valores de cada factor para la extracción primaria de relación 
sólido/líquido 1/11,79 (p/v), concentración de etanol de 85 ml/100 ml, temperatura de 
36,35 °C y una lista correspondiente de las variables de 1/8 (p/v), 97,50 ml/100 ml y 38 -  
40 °C para la extracción secundaria, y se encontró que eran óptimas para la extracción de 
proteínas a partir de la harina desgrasada de maní, obteniendo un 65,3 % de rendimiento. 
 
Firatligil-Durmus y Evranuz (2010) optimizaron la extracción de proteínas de las semillas 
del pimiento rojo mediante la metodología de superficie de respuesta. Incluyeron un diseño 
compuesto central con cuatro variables independientes (temperatura, pH, tiempo de 
extracción y relación harina/solvente) y una variable independiente (rendimiento de 
proteína). El máximo rendimiento obtenido fue 47 % en condiciones de extracción a 31 ºC, 
pH 8,8, 20 minutos y 1/21 (p/v).   
 
Sui et al. (2011) utilizaron la avellana de la zona noreste de China y la enzima Alcalasa 
para extraer las proteínas, mediante la metodología de superficie de respuesta con DCC. 
Los resultados mostraron que las condiciones óptimas fueron: concentración de enzima     
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2 %, temperatura de hidrólisis 55 °C, tiempo 2,5 h, relación sólido/líquido de 1/05 y pH 
8,9. Obtuvieron un rendimiento de 92,02 %.  
 
Villarroel et al. (2012) demostraron la utilidad y eficacia de la aplicación de la 
metodología de superficie de respuesta para la optimización de la extracción de proteínas 
de la torta de avellana chilena. Utilizaron un DCC con tres variables independientes: 
tiempo de contacto de la torta con el solvente, relación muestra/solvente y pH, con cinco 
niveles de trabajo cada uno y tres replicaciones en el punto central. La mejor combinación 
de los factores resultó ser tiempo entre 30 y 40 minutos, pH entre 9 y 9,5 y la relación 
muestra/solvente entre 1/15 a 1/16, con un rendimiento final de 76 %. 
 
Chee et al. (2012) extrajeron proteínas de la torta de semilla de palma mediante el ensayo 
de tripsina asistida. A partir de la metodología de superficie de respuesta con un diseño de 
compuesto central rotable. Las condiciones óptimas fueron: la enzima a una concentración 
de 1,36 g/100 g, temperatura 50 °C y pH 9,5. Obtuvieron un rendimiento de extracción de 
proteína de 62 %. Mientras que con el método de extracción alcalina con los mismo 
parámetros obtuvo 10,21 % de rendimiento de extracción de proteínas.  
 
Chee  y Ayob (2013) aplicaron la metodología de superficie de respuesta para estudiar la 
optimización (DCC) de extracción de proteínas, a partir de la torta de palma asistida con 
hexametafosfato de sodio. Las condiciones óptimas para la extracción de proteínas fueron: 
1,50 % de hexametafosfato de sodio, pH 10, 50 °C y la relación harina/solvente 1/70 (p/v). 
Obteniendo un rendimiento de extracción de proteínas de 28,37 %. Mientras que con el 
método de extracción alcalina a pH 10 y solvente agua desionizada, obtuvo 8,12 %. 
 
Finalmente, Parra et al. (2014) utilizó la metodología de superficie de respuesta, para 
optimizar la extracción alcalina de proteínas de harina de lentejas. Los factores que 
influyeron en la extracción de proteínas fueron relación harina/solvente 1/10 (g/ml) y pH 9, 
con un rendimiento de 82 % a 22 ºC y 60 min de extracción.     
 
 
 
 
  
 
III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1. Lugar de ejecución 
 
La presente investigación se llevó a cabo en el Área de Biotecnología Industrial del 
Instituto de Biotecnología (IBT) de la Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM). 
 
3.2. Materia prima 
 
La torta del sacha inchi, procedente de la provincia de Bagua del departamento de 
Amazonas del Perú, obtenida después de la extracción de aceite por prensado en frío (uso 
de expeller), fue adquirida de la empresa Olivos del Sur S.A.C., ubicado en el distrito de 
Lurín, provincia Lima, departamento de Lima.  
 
3.3. Materiales, equipos y reactivos 
 
3.3.1. Materiales  
 
? Bagueta. 
? Beakers de 50, 100, 250, 500 y 1000 ml.  
? Bolsa de polietileno. 
? Cronómetro. 
? Cubeta UV de vidrio y cuarzo. 
? Embudo Buchner. 
? Envases de vidrio ambar de 150, 250 y 500 ml. 
? Espátula y cuchara. 
? Fiola de 50, 100, 250 y 500 ml. 
? Kitasato 250 y 500 ml. 
? Magnetos. 
? Matraz de Erlenmeyers de 50, 100 y 500 ml. 
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? Micropipetas de 20 – 200; 100 – 1000 y 500 – 5000 μl (BRAND Transferpette). 
? Papel de aluminio. 
? Papel Whatman Nº 1 y Nº 4. 
? Parafilm. 
? Placa Petri. 
? Probetas 50, 100 y 500 ml. 
? Tamiz W.S Tyler, malla Nº 35. 
? Termómetro de mercurio (-10 a 110 ºC).  
? Tips para micropipeta de 200, 1000 y 5000 μl. 
? Tubos de centrifugación de 50 ml. 
? Tubos de ensayo de 5 ml. 
? Vaso de vidrio para licuadora. 
 
3.3.2. Equipos 
 
? Agitador magnético (Velp Scientifica). 
? Balanza analítica (Ohaus Adventurer™).  
? Baño maría (GFL – 1083). 
? Campana extractora. 
? Centrifuga refrigerada (Hettich Zentrifugen – Mikro 220R). 
? Equipo de filtración al vacío. 
? Espectrofotómetro (Thermo Electron Corporation – Genesys 10 UV). 
? Estufa (F-Travil). 
? Licuadora (Oster). 
? Placa calefactora. 
? Potenciómetro (Thermo Orion – 410). 
? Purificador de agua (Millipore Simplicity UV). 
? Refrigeradora – Congeladora (LG – GR482BEF). 
? Selladora (Machintek). 
? Vortex (Velp Scientifica). 
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3.3.3. Reactivos 
 
? Ácido bórico 99,9 % (Sigma Aldrich). 
? Ácido clorhídrico (Fisher). 
? Ácido picrilsulfónico 5 % (p/v) solución (Sigma Aldrich). 
? Ácido trinitrobenceno-sulfónico (Sigma Aldrich) 
? Albúmina de suero bovino (BSA) (Sigma Aldrich). 
? Carbonato de sodio anhidro (Baker® ACS). 
? Cloruro de sodio (Baker® ACS). 
? Duodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma Aldrich). 
? Enzima Alcalasa (Novozyme). 
? Éter de petróleo (Baker® ACS). 
? Folin – Ciocalteau (Merck).  
? Hidróxido de sodio (Merck). 
? L-leucina 99 % (Sigma Aldrich). 
? Sulfato de cobre pentahidratado (Sigma Aldrich). 
? Tartrato de sodio y potasio (Scharlau). 
? Tetraborato de sodio anhidro 99,9 % (Sigma Aldrich). 
 
3.4. Métodos de análisis 
 
3.4.1. Análisis proximal  
 
El análisis proximal se determinó a la torta del sacha inchi, para sus distintas 
comparaciones y discusión y constó de: 
 
? Determinación de ceniza (A.O.A.C. 942.05 – 2005). 
? Determinación de fibra (A.O.A.C. 962.09 – 2005). 
? Determinación de grasa (A.O.A.C. 2003.05 – 2005). 
? Determinación de humedad (A.O.A.C. 950.46 – 2005). 
? Determinación de proteína (A.O.A.C. 984.13 – 2005). 
? Determinación de carbohidratos (por diferencia). 
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3.4.2. Determinación de proteína total  
 
El contenido de proteína total fue determinado por el método de Kjeldahl (A.O.A.C., 
2005), utilizando como factor de conversión de nitrógeno 5,7 (Sathe et al. 2012) para la 
harina desgrasada de torta del sacha inchi. Los resultados se expresaron en porcentaje. 
 
3.4.3. Determinación de proteína soluble 
 
La proteína soluble se determinó según el método de Lowry et al. (1951). Este método está 
basado en la reacción de Biuret, donde el péptido obtenido de proteínas reacciona con el 
cobre bajo condiciones alcalinas formando enlaces y originando complejos de color 
violeta, estos complejos cuproproteicos reducen al reactivo Folin Ciocalteau el cual vira a 
color azul oscuro y cuya intensidad depende proporcionalmente de los aminoácidos 
tirosina y triptófano.  
 
El procedimiento realizado fue el siguiente: 400 μl del sobrenadante fue mezclado con 2 
ml del reactivo C (contiene Na2CO3 al 2 % en 0,1 N de NaOH, solución de CuSO4.5H2O al 
0,5 % en agua destilada y solución de tartrato de sodio al 1 % en agua destilada, estas tres 
soluciones fueron mezcladas en proporciones 100:1:1), a esta mezcla se añadió 200 μl del 
reactivo Folin Ciocalteau 1 M, el conjunto se agitó e incubó por 30 min a temperatura 
ambiente en oscuridad y luego se procedió a la lectura en el espectrofotómetro a  650 nm. 
Los resultados fueron expresados en mg/ml utilizando una curva estándar de albúmina de 
suero de bovino (BSA) (ANEXO 1).    
 
3.4.4. Rendimiento de proteína 
 
El rendimiento de extracción de proteína de la HDTSI, se calculó de la siguiente forma: 
 
 ??????????????????????????? ? ???????????????????????????????????????????????????????????????? ??????????????? ? ??? (13) 
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3.4.5. Grado de hidrólisis total de la harina desgrasada de torta del sacha inchi 
 
Se utilizó el método reportado por Adler y Nissen (1979) con ligeras modificaciones. En 
un tubo pírex con tapa, se pesó 100 mg de harina desgrasada de torta del sacha inchi y se 
disolvió con 10 ml de HCl a 6 N, luego se homogenizó en un vortex y fue colocado en un 
beaker de 100 ml que contenía arena fina, para mantener la temperatura a 110 ºC en una 
estufa por 24 horas. Transcurrido el tiempo se sacó la muestra y se dejó enfriar a 
temperatura ambiente, luego se vortexeó y filtró al vacío utilizando papel Whatman Nº4, 
seguidamente se tomó 2 ml del filtrado obtenido y se neutralizó con NaOH a 0,24 M hasta 
pH 7,0 en una probeta de 50 ml. Finalmente, esta solución se enrazó en una fiola de 50 ml 
para determinar el grado de hidrólisis. 
 
a. Determinación del grado de hidrólisis de la proteína soluble 
 
Se utilizó el método reportado por Adler y Nissen (1979) con ligeras modificaciones. La 
reacción se llevó a cabo de la siguiente manera: en un tubo de reacción se agregó 0,5 ml de 
buffer borato 0,2 M (ác. bórico más tetraborato de sodio anhidro ajustado a pH 8,2); 0,63 
ml de cada hidrolizado proteico (bajo diluciones adecuadas con solución de duodecil 
sulfato de sodio (SDS) en agua al 1 %); a este conjunto se le agregó 0,5 ml de una solución 
de ácido picrilsulfónico (TNBS, a la concentración de 1 mg/ml). La mezcla obtenida se 
agitó e incubó a 50 ºC durante 60 minutos en un baño maría (la reacción se realizó en la 
oscuridad). Terminado el tiempo de reacción, este fue detenido agregando 1 ml de HCL 
0,1 N, luego se dejó reposar a temperatura ambiente por 20 min y se agregó 2 ml de agua 
destilada dejándose reposar nuevamente por 10 min, para luego hacer la lectura de la 
absorbancia a 340 nm. Las lecturas obtenidas fueron llevadas a una curva estándar 
utilizando a la leucina como patrón (ANEXO 2). Para la preparación del blanco se 
sustituyó la muestra hidrolizada por 0,63 ml de solución de SDS al 1 %. 
 
Los péptidos libres fueron determinados mediante la siguiente fórmula usada por Benítez 
et al. (2008): 
 
 ?????? ? ??????? ?????? (14) 
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Donde:  
h: Es el número de enlaces peptídicos rotos durante el proceso de hidrólisis. 
htotal: Es el número total de enlaces rotos obtenidos de la hidrólisis total. 
 
3.5. Metodología experimental 
 
3.5.1. Preparación de la muestra 
 
Se utilizó la metodología de Firatligil- Durmus y Evranuz (2010) y Guerrero-Ochoa et al. 
(2015) con algunas modificaciones. La torta se licuó hasta obtener una harina capaz de 
pasar por una malla Nº 35 (< 500 μm). La harina obtenida fue desgrasada con éter de 
petróleo en una relación 1/10 (g/ml) con agitación magnética continua por 16 h a 
temperatura ambiente. Luego se filtró al vacío (papel Whatman Nº 4) y se secó en la estufa 
con recirculación de aire a 40 ºC por 30 minutos. Obtenida la harina desgrasada de torta del 
sacha inchi (HDTSI) se empaquetó en bolsa de polietileno y se almacenó a -20 ºC hasta su 
uso. El flujo de operaciones para la obtención de la harina desgrasada de torta del sacha 
inchi, se muestra en la Figura 7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: Diagrama de flujo para la obtención de HDTSI. 
Licuado
Torta del sacha inchi
Tamizado
Malla Nº 35 < 500 μm
Desgrasado
Harina Desgrasada de Torta
del Sacha Inchi (HDTSI)
Filtrado
Papel Whatman Nº 4
Secado
40 ºC x 30 min
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3.5.2. Extracción de la proteína de la torta del sacha inchi 
  
a. Extracción alcalina  
 
Se basó en la metodología descrita por Sathe et al. (2012) y Chee y Ayob (2013) con 
algunas modificaciones. Se consideraron cinco factores a evaluar: pH, temperatura, tiempo 
de extracción, relación materia prima/solvente y concentración de NaCl (Oomah et al., 
1994; Quanhong y Caili, 2005; Firatligil- Durmus y Evranuz, 2010; Lv et al., 2011; Sathe 
et al., 2012; Chee y Ayob, 2013;  Parra et al., 2014).  
 
En un matraz de 50 ml, se pesó 1 g de la HDTSI y se disolvió con 15 ml de solución de 
NaCl (0 a 1 M). Luego se procedió a adicionar 1 mol/L de NaOH hasta ajustar al pH 
requerido para los ensayos (7,0 a 9,5), seguidamente se adicionó la solución restante para 
completar los 20 ml de solvente, para obtener la relación materia prima/solvente 1/20 (p/v) 
(se realiza el mismo procedimiento, cuando varia la relación materia prima/solvente entre 
1/10 a 1/40 p/v). Luego, se llevó a baño maría bajo agitación constante (250 rpm) a una 
determinada temperatura (25 a 60 ºC) y tiempo de extracción (10 a 60 min) en 
concordancia con el diseño experimental. Al final de la extracción, la suspensión se 
centrifugó a 4000 rpm por 20 min a 10 ºC, obteniendo un sobrenadante el cual se filtró al 
vacío utilizando papel Whatman N º1 y se determinó el contenido de proteína soluble por 
el método de Lowry et al. (1951). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El 
flujo de operaciones para la extracción alcalina, se muestra en la Figura 8. 
 
b. Extracción enzimática asistida 
 
Se basó en la metodología de Sui et al. (2011) y Chee et al. (2012) con algunas 
modificaciones. Se consideraron dos factores: concentración de enzima y tiempo de 
extracción (Shen et al., 2008; Sui et al., 2011; Sari et al., 2013).  
 
En un matraz de 50 ml, se pesó 1 g de la HDTSI y se disolvió con 45 ml de agua destilada. 
Luego se procedió a adicionar 1 mol/L de NaOH hasta ajustar a pH 9,0, seguidamente se 
añadió la enzima (2 a 5 %, definida como el volumen de enzima por peso de proteína total 
determinada por Kjeldahl v/p) y después el agua restante para completar 50 ml de solvente, 
para obtener la relación materia prima/solvente 1/50 (p/v). Posteriormente, se llevó a baño 
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maría a temperatura de 55 ºC y agitación magnética continua (300 rpm). Durante la 
extracción se mantuvo constante la temperatura y pH por un tiempo determinado según el 
diseño experimental (15 a 45 min). Después de la extracción, el extracto proteico se 
sometió a 100 °C por 5 min para la inactivación de la enzima Alcalasa. Finalmente, el 
extracto se centrifugó a 4000 rpm por 20 min a 10 ºC y el sobrenadante obtenido se filtró al 
vacío utilizando papel Whatman Nº 1 y se determinó el contenido de proteína soluble y 
grado de hidrólisis (GH). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El flujo de 
operaciones para la extracción enzimática asistida, se muestra en la Figura 9. 
 
3.6. Diseño experimental  
 
3.6.1. Extracción alcalina  
 
El Diseño Completamente al Azar con arreglo Factorial 2k con réplicas en el punto central 
(primer orden) fue generado por Minitab® versión 16.1.0 (Minitab Inc., US); y el Diseño 
Compuesto Central (segundo orden), por Statgraphics Centurión XVI versión 16.2.04 
(Statpoint Technologies Inc., Warrenton, VA, US).  
 
a. Screening: Diseño experimental de primer orden 
 
En la etapa de screening, se analizaron los efectos de cinco variables independientes o 
factores: X1 (pH), X2 (temperatura), X3 (relación materia prima/solvente), X4 
(concentración de NaCl) y X5 (tiempo de extracción); sobre la variable dependiente Y 
(rendimiento de extracción de proteínas). Con la finalidad de determinar los factores más 
importantes en el proceso de extracción de proteínas. Por lo tanto, los factores más 
eficientes podrían reducir los experimentos posteriores, lo que requiere un menor número 
de pruebas.  
 
En esta etapa se aplicó un Diseño Completamente al Azar con arreglo Factorial 2k con 
réplicas en el punto central, lo cual sirve para dar una estimación promediada del efecto 
curvatura (Ayala y Pardo, 1995; Morales, 2003; Parra et al., 2014). Según Ayala y Pardo 
(1995) para k = 5 variables, consta de 32 puntos factoriales y tres repeticiones en el punto 
central; dando un total de 35 puntos experimentales. Cada variable fue codificada en dos 
niveles: -1 y 1, y los puntos centrales en 0; como se muestra en el Cuadro 11.  
  
 
Acondicionamiento
Extracción Alcalina
Filtrado
Papel Whatman Nº 1
Sobrenadante
HDTSI
Centrifugación
4000 rpm x 20 min a 10 ºC
Sedimento
Concentración NaCl = 0 a 1 M
Relación Mp/solv. = 1/10 a 1/40 (p/v)
pH = 7,0 a 9,5
Temperatura = 25 a 60 ºC
Tiempo = 10 a 60 minutos
Agitación constante = 250 rpm
Pesar 1 g de HDTSI en
un matraz de 50 ml,
diluido con 15 ml de
solución de NaCl.
Homogenizarlo.
Determinación:
Proteína soluble
 
Figura 8: Diagrama de flujo para la extracción alcalina. 
 
Acondicionamiento
Extracción
Enzimática asistida
Filtrado
Papel Whatman Nº 1
Sobrenadante
HDTSI
Centrifugación
4000 rpm x 20 min a 10 ºC
Sedimento
Inactivación de la
enzima
Pesar 1 g de HDTSI en un
matraz de 50 ml, diluido
con 45 ml de agua
destilada. Homogenizarlo.
Relación Mp/solv. = 1/50 (p/v)
pH = 9,0
Temperatura = 55 ºC
Tiempo = 15 a 45 minutos
Enzima = 2 a 5 %
Agitación constante = 300 rpm
Determinación:
Proteína soluble
Grado de hidrólisis
 
Figura 9: Diagrama de flujo para la extracción enzimática asistida.
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Los factores y sus niveles (mínimo y máximo) se establecieron en base a la revisión de 
literatura (Oomah et al., 1994; Quanhong y Caili, 2005; Firatligil- Durmus y Evranuz, 
2010; Lv et al., 2011; Sathe et al., 2012; Chee y Ayob, 2013;  Parra et al., 2014) y de las 
pruebas preliminares. La importancia de cada factor en la etapa de screening se determinó 
mediante el diagrama de Pareto estandarizado y el análisis de varianza (ANVA) (α = 0,05). 
 
b. Escalamiento 
 
La etapa de escalamiento se obvió, debido a que el efecto curvatura fue positivo. De 
acuerdo a Pinto (1995) citado por Morales (2003), si existe efecto curvatura, el siguiente 
paso sería la optimización del proceso utilizando un polinomio de segundo orden, mediante 
un Diseño Compuesto Central. 
 
c. Optimización: Diseño experimental de segundo orden 
 
Los factores que fueron identificados como significativos en la etapa anterior, se 
optimizaron por la metodología de superficie de respuesta y la función de deseabilidad. El 
pH máximo se mantuvo a 9,5 para evitar la racemización de los aminoácidos y la 
desnaturalización e hidrólisis de las proteínas (Schwass y Finley, 1984; Cheftel et al., 
1989; Linden y Lorient, 1996; Badui, 2006; Fennema, 2010; Callisaya, 2011; Lv et al., 
2011; Chee y Ayob, 2013). 
 
El análisis de superficie de respuesta de segundo orden para Y, se realizaron mediante un 
Diseño Compuesto Central (Ayala y Pardo, 1995; Quanhong y Caili, 2005; Wani et al., 
2006; Firatligil-Durmus y Evranuz, 2010; Chee y Ayob, 2013). Según Ayala y Pardo 
(1995) para k = 3 variables, consta de ocho puntos factoriales (2k), seis puntos axiales en 
los ejes coordenados (a una distancia α) y cinco repeticiones en el punto central (para la 
estimación de la suma de cuadrados del error puro); dando un total de 19 puntos 
experimentales. Para determinar la ubicación de los puntos axiales se consideró  α = (nf)1/4 
= (8)1/4 = 1,682 que, garantiza un diseño central compuesto rotable (Montgomery, 2002). 
Cada variable fue codificada en cinco niveles: -1,682; -1; 0; 1 y 1,682; como se muestra en 
el Cuadro 12. Las variables independientes Xi se codificaron como xi, que se define como 
adimensional, de acuerdo con la siguiente ecuación: 
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 ?? ? ??? ? ??????? (15) 
 
Donde xi es el valor codificado de una variable independiente; Xi es el valor real de una 
variable independiente; X0 es el valor real de una variable independiente en el punto 
central; ΔXi es el valor de cambio gradual. Los códigos específicos son: 
 
 ??????????????? ? ??? ? ?????? (16) 
 
 ???????????? ??? ? ??? ? ?????? (17) 
 
 ???????? ? ??? ? ?????????? (18) 
 
Los experimentos se llevaron a cabo en un orden completamente al azar para minimizar el 
sesgo.  
 
El modelo propuesto para la variable respuesta, rendimiento de extracción de proteínas 
(Y), fue analizado y ajustado a un modelo de segundo orden, que incluye la curvatura de la 
superficie y la dependencia de dicha respuesta en función de los factores bajo estudio. 
Dicho polinomio de segundo orden (cuadrática) corresponde a la siguiente ecuación:     
   
 ?? ? ?? ?????? ?
???
???
???????
???
???
??????????
???
???
???
???
 (19) 
Donde: 
Ŷ: Rendimiento de proteína estimado (%, g de proteína soluble/100 g de proteína total). 
β0: Término independiente. 
βi: Coeficientes de regresión lineal. 
βii, βij: Coeficientes de regresión cuadráticos. 
xi, xj: Variables independientes o factores. 
k: Número de variables independientes o factores. 
 
Posteriormente, se realizó el ANVA y la prueba de significancia de los coeficientes del 
modelo estimado (p < 0,05). La significancia estadística del modelo se estableció mediante 
la prueba de Fischer, y de los coeficientes mediante la prueba t de Student; debiéndose 
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registrar un valor de probabilidad menor a 0,05. Por otro lado, la falta de ajuste del modelo, 
también fue establecida mediante la prueba de Fischer, debiendo ser un valor de 
probabilidad F mayor a 0,05. La prueba de bondad de ajuste de la ecuación de regresión de 
las observaciones experimentales fue verificada por el coeficiente de determinación (R2) y 
el coeficiente de determinación ajustado (R2ajustado). También se realizó la gráfica de 
dispersión, relacionando los resultados observados con los estimados.  
 
Con la finalidad de brindar una visión panorámica de la variación del rendimiento de 
extracción de proteínas (Ŷ) en función a los factores estudiados, se graficó la superficie de 
respuesta (tridimensional) y la curva de contorno correspondiente a la Ecuación 19, que 
representa el efecto de dos factores sobre la respuesta. 
 
d. Función de deseabilidad 
 
Los valores estimados (Ŷi) se transforman en un valor de deseabilidad individual (d), que 
varía en el rango 0 ≤ d ≤ 1, y mide el grado de deseabilidad de la respuesta en referencia al 
valor óptimo destinado a ser alcanzado. En este caso, se ha querido que la variable 
dependiente sea lo más alto posible. El valor óptimo ideal es d = 1; pero un valor aceptable 
puede ser entre 0,6 y 0,8 (Firatligil- Durmus y Evranuz, 2010). En la función de 
deseabilidad individual, se utilizó el programa Minitab® versión 16.1.0 (Minitab Inc., US). 
 
e. Validación del modelo 
 
Las condiciones óptimas de los niveles de las variables independientes en la extracción de 
proteínas, se obtuvieron mediante la metodología de superficie de respuesta. Para la 
validación, se realizaron tres repeticiones experimentales. Los valores obtenidos 
experimentalmente (con los niveles óptimos de las variables independientes) se 
compararon con los valores estimados por el modelo.  
 
3.6.2. Extracción enzimática asistida 
 
El arreglo del experimento bajo el Diseño Compuesto Central (segundo orden), fue 
generado por Statgraphics Centurión XVI versión 16.2.04 (Statpoint Technologies Inc., 
Warrenton, VA, US).  
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a. Optimización: Diseño experimental de segundo orden 
 
La etapa de optimización se aplicó la metodología de superficie de respuesta y la función 
de deseabilidad, para determinar la influencia de dos variables independientes o factores: 
Z1 (concentración de enzima) y Z2 (tiempo de extracción); sobre Y1 (rendimiento de 
extracción de proteínas) y Y2 (grado de hidrólisis). 
 
El análisis de superficie de respuesta de segundo orden para Y1 y Y2, se realizaron 
mediante un DCC (Ayala y Pardo, 1995; Quanhong y Caili, 2005; Wani et al., 2006; 
Firatligil-Durmus y Evranuz, 2010; Chee y Ayob, 2013). Según Ayala y Pardo (1995) para 
k = 2 variables, consta de cuatro puntos factoriales (2k), cuatro puntos axiales en los ejes 
coordenados (a una distancia α) y cinco repeticiones en el punto central (para la estimación 
de la suma de cuadrados del error puro); dando un total de 13 puntos experimentales. Para 
determinar la ubicación de los puntos axiales se consideró α = (nf)1/4 = (4)1/4 = 1,41 que 
garantiza un diseño central compuesto rotable (Montgomery, 2002). Cada variable fue 
codificada en cinco niveles: -1,41; -1; 0; 1 y 1,41; como se muestra en el Cuadro 13.  Los 
factores y sus niveles (mínimo y máximo) se establecieron en base a la revisión de 
literatura (Shen et al., 2008; Sui et al., 2011; Sari et al., 2013) y de las pruebas 
preliminares. Las variables Zi se codificaron como zi, que se define como adimensional, de 
acuerdo con la siguiente ecuación: 
 
 ?? ? ??? ? ??????? (20) 
 
Donde zi es el valor codificado de una variable independiente, Zi es el valor real de una 
variable independiente, Z0 es el valor real de una variable independiente en el punto 
central, ∆Zi es el valor de cambio gradual. Los códigos específicos son: 
 
 ?????????? ? ??? ? ???????? (21) 
 
 ?????????? ? ??? ? ?????? (22) 
 
El modelo propuesto para las variables respuesta, rendimiento de extracción de proteínas 
(Y1) y grado de hidrólisis (Y2), fueron analizados por separados y ajustados a un modelo de 
segundo orden, que incluye la curvatura de la superficie y la dependencia de dicha 
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respuesta en función de los factores bajo estudio. Dicho polinomio de segundo orden 
(cuadrática) corresponde a la siguiente ecuación:     
 
 ??? ? ?? ?????? ?
???
???
???????
???
???
??????????
???
???
???
???
 (23) 
Donde: 
Ŷ1: Rendimiento de proteína estimado (%). 
Ŷ2: Grado de hidrólisis estimado (%). 
β0: Término independiente. 
βi: Coeficientes de regresión lineal. 
βii, βij: Coeficientes de regresión cuadráticos. 
zi, zj: Variables independientes o factores. 
k: Número de variables independientes o factores. 
 
Cuadro 13: Las variables independientes y sus niveles evaluados en la optimización. 
Nº 
Variable 
independiente 
Codificado 
No 
Codificado 
Niveles 
-1,41 -1 0 1 1,41 
1 Concentración 
de enzima (%) 
z1 Z1 1,4 2 3,5 5 5,62 
2 Tiempo de 
extracción (min) 
z2 Z2 9 15 30 45 51 
 
Posteriormente, se realizó el ANVA y la prueba de significancia de los coeficientes del 
modelo estimado (p < 0,05). La significancia estadística del modelo se estableció mediante 
la prueba de Fischer, y de los coeficientes mediante la prueba t de Student; debiéndose 
registrar un valor de probabilidad menor a 0,05. Por otro lado, la falta de ajuste del modelo, 
también fue establecida mediante la prueba de Fischer, debiendo ser un valor de 
probabilidad F mayor a 0,05. La bondad de ajuste de la ecuación de regresión de las 
observaciones experimentales fue verificada por el coeficiente de determinación (R2) y el 
coeficiente de determinación ajustado (R2ajustado). También se realizó la gráfica de 
dispersión, relacionando los resultados observados con los estimados.  
Con la finalidad es brindar una visión panorámica de la variación del rendimiento de 
extracción de proteínas (Ŷ1) y grado de hidrólisis (Ŷ2) en función a los factores estudiados. 
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Se graficó la superficie de respuesta (tridimensional) y la curva de contorno 
correspondiente a la Ecuación 23.  
 
b. Función de deseabilidad 
 
Los valores estimados (Ŷi) se transforman en un valor de deseabilidad individual (d), que 
varía en el rango 0 ≤ d ≤ 1, y mide el grado de deseabilidad de la respuesta en referencia al 
valor óptimo destinado a ser alcanzado. En este caso, se ha querido que la variable 
dependiente sea lo más alto posible. El valor óptimo ideal es d = 1; pero un valor aceptable 
puede ser entre 0,6 y 0,8 (Firatligil- Durmus y Evranuz, 2010). En la función de 
deseabilidad individual, se utilizó el programa Minitab® versión 16.1.0 (Minitab Inc., US). 
 
c. Optimización de respuestas múltiples 
 
La optimización de respuestas múltiples se llevó a cabo luego de obtener los modelos 
matemáticos correspondientes a cada respuesta evaluada Ŷ1 y Ŷ2. La finalidad de esta 
optimización, se debió para obtener las dos respuestas simultáneamente. El procedimiento 
consiste en la construcción de una función para cada respuesta evaluada de deseabilidad 
individual (di), como se muestra a continuación: 
 
Maximización del 
rendimiento de 
proteína 
?? ?
??
?
??
? ??? ? ?????
? ??? ? ?????????? ? ??????
?
????? ? ??? ? ?????
? ??? ? ?????
 (24) 
 
Donde:  
d1: Función de deseabilidad para el rendimiento de proteína. 
RPMAX: Máximo rendimiento de extracción de la proteína. 
RPMIN: Mínimo rendimiento de extracción de la proteína. 
 
Minimización del 
grado de hidrólisis 
?? ?
??
?
??
? ??? ? ?????
? ????? ?????????? ? ??????
?
????? ? ??? ? ?????
? ??? ? ?????
 (25) 
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Donde: 
d2: Función de deseabilidad para el grado de hidrólisis. 
GHMAX: Máximo contenido de grado de hidrólisis. 
GHMIN: Mínimo contenido de grado de hidrólisis. 
 
El valor denominado Deseabilidad Global (D) representó la media geométrica de los 
valores de las deseabilidades individuales (di), es decir: 
 
 ? ? ??? ? ?????? (26) 
 
La función D, elige las mejores condiciones para las variables diseñadas. Por lo tanto, las 
condiciones ideales para Ŷ1 (maximizar) y Ŷ2 (minimizar), fueron optimizados 
simultáneamente con la función de Deseabilidad Global de Derringer (Montgomery, 2002; 
Candioti et al., 2014). Para la realización de esta optimización de respuesta múltiples, se 
utilizó el programa Minitab® versión 16.1.0 (Minitab Inc., US). 
 
d. Validación del modelo 
 
Las condiciones óptimas de los niveles de las variables independientes en la extracción de 
proteínas, se obtuvieron mediante la metodología de superficie de respuesta. Para la 
validación, se realizaron tres repeticiones experimentales. Los valores obtenidos 
experimentalmente (con los niveles óptimos de las variables independientes) se 
compararon con los valores estimados por el modelo.  
 
3.7. Análisis estadístico 
 
Los análisis estadísticos correspondientes a la MSR tanto en la extracción alcalina y 
enzimática asistida, se realizaron utilizando el programa Statgraphics Centurión XVI 
versión 16.2.04 (Statpoint Technologies Inc., Warrenton, VA, US) y Minitab® versión 
16.1.0 (Minitab Inc., US).  
  
 
IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1. Materia prima 
 
4.1.1. Análisis proximal de la torta del sacha inchi 
 
En el Cuadro 14 se presenta el análisis proximal de la torta del sacha inchi (molida y sin 
desgrasar). 
 
Cuadro 14: Composición proximal de la torta del sacha inchi. 
Componentes Base húmeda (%) Base seca (%) 
Humedad 7,99 0 
Proteína* 53,8 58,47 
Grasa 8,23 8,94 
Fibra cruda 3,77 4,09 
Ceniza 5,26 5,72 
Carbohidrato 20,95 22,77 
*Factor de conversión de nitrógeno (F.C.N.) = 5,7. 
 
Los resultados muestran que la torta del sacha inchi es una fuente importante de proteínas, 
lo cual justifica el proceso de extracción de las mismas. Kinsella (1976) indica que la torta 
subproducto generado de la extracción de aceites, representa una fuente interesante de 
proteínas.  
 
Según los datos mostrados, el contenido de proteína (58,47 %) y grasa (8,94 %) de la torta 
del sacha inchi son similares a los reportados por Pascual y Mejía (2000) con un 59,13 % y 
6,93 % de proteína y grasa, respectivamente, para sacha inchi procedente de Pucallpa; y 
por Ruiz et al. (2013) con 59 % de proteína y 7,8 % de grasa (sacha inchi procedente de 
San Martín). Por otro lado, Mercado (2012) y Jagersberger (2013) reportaron un mayor 
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contenido de grasa 20,49 % y 19,9 %, pero menor porcentaje de proteínas 53,73 % 
(procedente de San Martín) y 51,76 % (procedente de Amazonas), respectivamente. 
 
Las diferencias encontradas pueden ser atribuidas al lugar de procedencia de la semilla, las 
diferentes condiciones climáticas donde se desarrollaron, el tipo de almacenamiento y su 
tratamiento post–cosecha (Hamaker et al., 1992; Pascual y Mejía, 2000; Gutiérrez et al., 
2011; Ruíz et al., 2013). Además, cabe indicar que Mercado (2012) y Jagersberger (2013), 
obtuvieron la torta a nivel de laboratorio, mientras que la torta utilizada en esta 
investigación fue obtenida a nivel industrial, haciendo uso de un prensado en frío 
utilizando un expeller. Ferchau (2000) indica que la torta obtenida después del prensado en 
frío (a nivel industrial) contiene aceite residual entre 8 – 12 %, rango donde se encontró la 
grasa de la torta empleada en esta investigación. 
 
4.1.2. Contenido de proteína total en la HDTSI  
 
El contenido de proteína total de la harina desgrasada de la torta de sacha inchi (HDTSI) 
con humedad de 6,58 %, se muestra en el Cuadro 15. 
 
Cuadro 15: Contenido de proteína total de la HDTSI. 
Producto Base húmeda (%) Base seca (%) 
Harina Desgrasada de Torta del Sacha 
Inchi (HDTSI)* 
57,9 ±6,6 61,98 ±6,6 
Media ± desviación estándar; n=3; *F.C.N.= 5,7. 
 
La HDTSI presentó un alto valor de proteínas en base seca (61,98 %), dicho valor se 
aproxima a lo reportado en la literatura, donde se indica que las harinas desgrasadas de las 
semillas oleaginosas pueden contener proteínas en el rango entre el 35 – 60 % (b.s.) 
(Moure et al., 2006). Similar resultado lo presentaron Sathe et al. (2012) para la harina del 
sacha inchi, tras un proceso de desgrasado por solvente, obteniendo un 64,46 % de proteína 
(F.C.N. = 5,7); mientras que Mercado (2012) reportó un 67,23 % (F.C.N. = 6,25). Esta 
ligera diferencia puede ser atribuida al factor de conversión de nitrógeno, el método de 
extracción de grasa y el tipo de solvente (López et al., 2009; Badwaik et al., 2012). 
Mercado (2012) y Sathe et al. (2012), utilizaron el método Soxhlet con éter de petróleo (10 
h) y hexano (6 h), respectivamente. 
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La HDTSI presentó un mayor contenido de proteínas (en base seca) en comparación a otras 
harinas oleaginosas desgrasadas como: las semillas de linaza 42,8 % (Oomah et al., 1994), 
torta de Guevina avellana 20 % (Moure et al., 2002), colza 42,7 % (Pedroche et al., 2004), 
semillas de calabaza 25 – 36 % (Quanhong y Caili, 2005), semillas de sandía 56,13 % 
(Wani et al., 2008), canola 43,6 – 45,5 % (Tan et al., 2011; Akbari y Wu, 2015), ajonjolí 
42 % (Onsaard et al. 2010), girasol 57,3 – 59,9 % (Pickardt et al., 2009), cacahuate 47 – 55 
% (Rustom et al., 1991; Ma et al., 2010), semillas de pimiento 26,02 % (Firatligil-Durmus 
y Evranuz, 2010) soya 47,8 % (Rosset et al., 2012) y torta de palma 16,9 % (Chee y Ayob, 
2013). 
 
Sari et al. (2013) mencionan que la influencia de la grasa en la extracción de proteínas no 
sólo se basa en características de la estructura celular de la muestra, sino también en las 
características químicas. Químicamente, la grasa se hidroliza mediante la saponificación en 
condiciones alcalinas. Cuando esto sucede, la proteína puede disolverse mejor en solución, 
obteniendo posiblemente mejores resultados. Por lo tanto, se recomienda desgrasar la 
materia prima antes de la extracción de proteína. 
 
4.2. Extracción alcalina  
 
4.2.1. Screening   
 
El criterio de optimización usado fue el de maximizar el rendimiento de extracción de las 
proteínas de la HDTSI (función objetivo). De acuerdo con varias investigaciones 
publicadas sobre la extracción de proteínas y las experiencias de las pruebas preliminares, 
cinco factores que pueden afectar en la extracción de las proteínas, fueron evaluados: pH 
(X1), temperatura (X2), relación materia prima/solvente (X3), concentración de NaCl (X4) y 
tiempo de extracción (X5) (Oomah et al., 1994; Quanhong y Caili, 2005; Firatligil- Durmus 
y Evranuz, 2010; Lv et al., 2011; Sathe et al., 2012; Chee y Ayob, 2013;  Parra et al., 
2014). 
 
Sin embargo, para confirmar estadísticamente que estas variables influyen en el proceso de 
extracción de la proteína, se procedió con la etapa de screening, cuyo objetivo fue 
identificar aquellas variables que son significativas para el proceso. Son significativas 
aquellas variables, que al hacerlas variar de un nivel bajo a un nivel alto, afectan 
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sensiblemente las respuestas de un proceso; eliminando de esta manera aquellas variables 
que resulten poco significativa (Ayala y Pardo, 1995). Para ello se asumió un diseño 
completamente al azar con arreglo factorial 2k con réplica en el punto central. 
 
La metodología del diseño completamente al azar con arreglo factorial 2k con réplica en el 
punto central, es aquel donde se investigan todas las posibles combinaciones de los niveles 
de los factores. Además, la adición de pruebas en el punto central del diseño, sirve para dar 
una estimación del efecto curvatura (Ayala y Pardo, 1995).   
 
La matriz del diseño para esta etapa se muestra en el Cuadro 16. Las pruebas se realizaron 
en orden aleatorio, ejecutando 32 experimentos y 3 puntos centrales, dando un total de 35 
experimentos. Los resultados revelan que el rendimiento de extracción de las proteínas 
varió de 3,5 a 25,65 % (g de proteína soluble/100 g de proteína total). 
 
La importancia de cada factor en la etapa de screening, se determinó mediante el diagrama 
de Pareto estandarizado (Figura 10) y el análisis de varianza (Cuadro 17).  
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Figura 10: Diagrama de Pareto estandarizado para el DCA con arreglo factorial 2k 
con réplica en el punto central. 
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En la Figura 10, se observa que la longitud de cada barra es proporcional al impacto de 
cada efecto en la respuesta. Cualquier barra que se extienda más allá de la línea vertical (en 
rojo) resulta ser estadísticamente significativa, en el nivel de significancia seleccionado (5 
%). La concentración de NaCl, relación materia prima/solvente (MP/S), pH y la 
temperatura fueron los factores más significativos que afectaron el rendimiento de 
extracción de proteína (Y). Los efectos de interacción de pH – relación MP/solvente, 
relación MP/solvente – concentración de NaCl y la temperatura – relación MP/solvente, 
también fueron significativos para el rendimiento de extracción de la proteína. El tiempo 
de extracción no fue significativo (p > 0,05).  
 
Sin embargo, hasta este punto no se asume la linealidad del modelo (primer orden), y no se 
evaluó ningún efecto curvatura. Este efecto se evalúa con las repeticiones en el centro y 
por ello es necesario hacer un análisis de varianza, el cual se muestra en el Cuadro 17.  
 
El análisis de varianza (Cuadro 17) confirma lo establecido en el diagrama de Pareto a un 
nivel de significancia de 5 %. Las variables X1, X2, X3 y X4 fueron significativas, es decir, 
afectaron sensiblemente a la respuesta Y. Las interacciones X1X3, X2X3 y X3X4 también 
fueron significativas, al igual que el efecto curvatura, por lo que se puede decir que el 
modelo lineal no es apropiado para este caso. 
 
Como se puede observar, los cuatro factores que afectaron significativamente el proceso de 
extracción de las proteínas de la HDTSI, están sustentados por Cheftel et al. (1989) 
quienes afirman que la solubilidad depende fundamentalmente del pH, fuerza iónica, tipo 
de solvente y la temperatura. De manera similar, Linden y Lorient (1996) afirman que en la 
solubilización de las proteínas intervienen al menos cuatro factores simultáneamente: pH, 
fuerza iónica, la temperatura y el tipo de solvente, pero que depende fundamentalmente del 
pH (alcalino), ya que producen la máxima solubilidad de la proteína. Tan et al. (2011) 
indican que el rendimiento de extracción de proteínas está influenciado por el tipo de 
proceso de extracción y por diferentes factores, tales como el pH, la concentración de 
sales, fuerza iónica del medio, carga neta y repulsiones electrostáticas.  
 
Rodrigues et al. (2012) mencionan que la solubilización de las proteínas vegetales, de las  
harinas de semillas oleaginosas (soja, girasol, colza, linaza) o semillas de sandía, calabaza, 
uva y melón; dependen fundamentalmente de las soluciones acuosas o de la concentración 
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de las sales (ej. NaCl) con niveles de pH muy variables, así como el cambio en la relación 
sólido/solvente y temperatura. Martínez et al. (2013) añaden que la extracción de proteínas 
vegetales, es particularmente difícil debido a las características metabólicas y estructurales 
de los tejidos de las plantas, incluyendo la matriz de la pared celular.  
 
Cuadro 17: ANVA para el modelo lineal en la etapa de screening. 
Fuente 
Suma de 
Cuadrados 
Grado de 
libertad 
Cuadrado 
Medio 
Valor Fc Valor-P Sig. 
Modelo 1430,92 15 95,394 39,31 0,000 *** 
X1 192,13 1 192,129 77,16 0,000 *** 
X2 37,48 1 37,476 15,05 0,001 ** 
X3 526,42 1 526,420 211,42 0,000 *** 
X4 548,38 1 548,384 220,24 0,000 *** 
X5  0,16 1 0,158 0,06 0,804 n.s. 
X1.X2 0,021 1 0,021 0,01 0,929 n.s. 
X1.X3 48,59 1 48,585 19,51 0,000 *** 
X1.X4  0,78 1 0,784 0,32 0,582 n.s. 
X1.X5  0,60 1 0,602 0,24 0,629 n.s. 
X2.X3  21,66 1 21,665 8,70 0,009 ** 
X2.X4  4,89 1 4,891 1,96 0,178 n.s. 
X2.X5  0,14 1 0,137 0,05 0,818 n.s. 
X3.X4  48,44 1 48,437 19,45 0,000 *** 
X3.X5  0,11 1 0,112 0,04 0,835 n.s. 
X4.X5  1,12 1 1,121 0,45 0,511 n.s. 
Curvatura 199,66 1 199,660 80,18 0,000 *** 
Error residual 44,82 18 2,490 
Falta de ajuste 44,43 16 2,777 14,49 0,066 n.s. 
Error puro 0,38327 2 0,192 
Total 1675,40 34 
R2 0,9732           
R2ajustado 0,9490 
* Significancia a un nivel de α=0,05; n.s.= No significativo. 
**Significancia a un nivel de α=0,01. 
***Significancia a un nivel de α=0,001.  
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Por tanto, las variables más importantes identificadas en esta etapa del estudio 
(concentración NaCl, relación materia prima/solvente, pH y temperatura), están 
relacionadas con los factores mencionados en la literatura, puesto que el solvente es una 
solución de NaCl e influye directamente con la fuerza iónica, la cual reduce la atracción 
electrostática entre las cargas opuestas de grupos próximos, produciendo la solvatación de 
los iones que permitirán la solubilidad de las proteínas. Asimismo el pH que debido a la 
naturaleza anfótera de la proteína, influye en función a cuan cerca o lejos se encuentre del 
punto isoeléctrico. De igual manera, la temperatura que como regla general mejora la 
solubilidad de las proteínas; y la relación materia prima/solvente, que permite que haya un 
equilibrio y evite la saturación de los componentes solubilizados que a la vez depende del 
porcentaje y el tipo de proteínas de la harina (Cheftel et al., 1989; Fennema, 2010; Urrutia, 
2010). También hay que resaltar la influencia de las interacciones, comprobadas 
estadísticamente por los resultados, y justificados por Badui (2006) quien menciona que la 
solubilidad de las proteínas, se debe de forma conjunta a los distintos factores y que no se 
pueden aislar fácilmente uno de otro. 
 
4.2.2. Escalamiento 
 
La necesidad de profundizar el análisis en esta etapa no fue requerida, debido a que el 
análisis de varianza en la etapa de screening (Cuadro 17) comprobó un efecto curvatura 
altamente significativo. 
 
Por otro lado, fue posible localizar un rendimiento máximo de extracción de la proteína del 
sacha inchi en el diseño completamente al azar con arreglo factorial 2k con réplica en el 
punto central. Las variables para dicho rendimiento fueron: pH 9,5, temperatura de 60 ºC, 
relación materia prima/solvente 1/40 (p/v), concentración de NaCl 1 M y tiempo de 
extracción 10 min; obteniendo un valor estimado de 26,48 %. Esto puede indicar que este 
punto se encontraría en la región más cercana a la óptima. Por lo tanto, para la siguiente 
etapa se realizó un nuevo cuadro de codificaciones de variables (Cuadro 12), es decir, se 
variaron los parámetros de los niveles de las variables, partiendo como nuevo punto 
central, el punto más alto hallado en el diseño anterior y se siguió con la estimación de 
segundo orden.  
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Cabe indicar que el pH fue significativo, sin embargo no se tomó en cuenta en la etapa de 
optimización; debido a que muchos autores indican no ajustar a pH > 9,5, ya que provoca 
la racemización de los aminoácidos sobre todo los azufrados y a otros esenciales tales 
como lisina generando lisinoalanina que pueden ser tóxicos, además propician la 
formación de puentes covalentes intra o intermoleculares que reducen la solubilidad de la 
proteína y la capacidad de extracción. También se ha reportado que la desnaturalización e 
hidrólisis de las proteínas, incrementan la reacción de Maillard y la extracción de 
componentes no proteicos, los cuales co-precipitan con las proteínas, bajando así la calidad 
del aislado proteico (Schwass y Finley, 1984; Cheftel et al., 1989; Linden y Lorient, 1996; 
Mizubuti et al., 2000; Moure et al., 2006; Badui, 2006;  Fennema, 2010; Callisaya, 2011; 
Lv et al., 2011; Chee y Ayob, 2013). 
 
Según Ruíz et al. (2013) el contenido de aminoácidos azufrados de la torta del sacha inchi 
(metionina y cisteína), se presentan en mayores cantidades (28 mg/g de proteína) a 
comparación de otras fuentes (soya y maní). Por lo tanto, trabajar con pH mayor a 9,5 
afectaría negativamente a la calidad de las proteínas por las razones ya expuestas. 
 
4.2.3. Optimización del proceso 
 
Para la etapa de optimización, se consideró un diseño compuesto central (DCC) de 
segundo orden, de acuerdo a la metodología descrita por Ayala y Pardo (1995), Quanhong 
y Caili (2005), Wani et al. (2006), Firatligil-Durmus y Evranuz (2010) y Chee y Ayob 
(2013). 
 
Para ello, se consideraron tres variables significativas obtenidas en la etapa de screening: la 
temperatura (X2), la relación materia prima/solvente (X3) y la concentración de NaCl (X4). 
El pH (X1) de 9,5 se mantuvo constante, debido a las razones expuestas anteriormente; 
mientras que el tiempo (X5) seleccionado fue de 15 min, ya que las respuestas no difirieron 
significativamente entre un corto y largo tiempo. Este tiempo seleccionado coincide con 
empleado por Quanhong y Caili (2005), Wani et al, (2008) y Lv et al. (2011) quienes 
trabajaron en la extracción de las proteínas de las semillas de calabaza, semillas de sandía y 
semillas de uva, respectivamente. El criterio de optimización usado fue maximizar el 
rendimiento de proteína de la HDTSI (función objetivo). 
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El DCC consiste en un factorial 2k, ampliado con puntos axiales y centrales que aportan la 
curvatura necesaria para la estimación de los efectos cuadráticos (Goundan, 1992). Este 
diseño ha sido utilizado para la optimización de extracciones de proteína de diferentes 
fuentes de origen alimentario, como: las semillas de linaza (Oomah et al., 1994), gandul 
(Mizubuti et al., 2000), semillas de calabaza (Quanhong y Caili, 2005), salvado de avena 
(Guan y Yao, 2008), caupi (Mune et al., 2008), semillas de sandía (Wani et al., 2008), 
girasol (Pickardt et al., 2009), sorgo malteado (Irakoze y Sindayigaya, 2010), semillas de 
pimiento (Firatligil-Durmus y Evranuz, 2010), tarwi (Urrutia, 2010), cacahuate (Rustom et 
al., 1991 y Ma et al., 2010), semillas de melón amargo (Horax et al., 2011), avellana (Sui 
et al., 2011), soya (Rosset et al., 2012), torta de palma (Chee et al., 2012; Chee y Ayob, 
2013), almorta (Shahraki et al., 2013), lentejas (Parra et al., 2014) y quinua (Guerrero-
Ochoa et al., 2015). 
 
Los valores promedio del rendimiento de extracción de proteínas experimentales (Ȳ) y 
estimados (Ŷ) para cada punto, se presentan en el Cuadro 18. Las pruebas se realizaron en 
orden aleatorio, ejecutando ocho puntos factoriales, seis puntos axiales y cinco repeticiones 
en el punto central; dando un total de 19 experimentos. 
 
Los resultados revelan que el rendimiento de extracción de proteínas varió de 11,59 a 
28,98 %. Anteriormente, Mercado (2012) recuperó 99,4 % de proteínas presente en la 
harina del sacha inchi (250 μm) en condiciones de extracción a pH 11, relación 
harina/solvente 1/30 (p/v), temperatura 50 ºC y tiempo de extracción 60 min. Mientras que 
Sathe et al. (2012) recuperaron 69,2 % – 79,5 %  de proteínas en condiciones de extracción 
a pH 1 – 12 respectivamente, NaCl 2 M, relación harina/solvente 1/10 (p/v), temperatura 
ambiente y tiempo de extracción 15 min. Recientemente, Jagersberger (2013) recuperó 
7,34 % de proteínas en condiciones de extracción a pH 7, buffer fosfato de sodio 0,1 M, 
relación harina/solvente 1/20 (p/v), temperatura ambiente y tiempo de extracción 60 min. 
Las diferencias observadas respecto al presente trabajo, puede deberse a las condiciones de 
extracción de aceite, las características físico-químicas de la materia prima inicial 
empleada, entre otras. 
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Por otro lado, se han reportado anteriormente la recuperación de proteína en otras 
oleaginosas utilizando la extracción alcalina, así como, las semillas de linaza (82 %) 
(Oomah et al., 1994), semillas de calabaza (26 %) (Quanhong y Caili, 2005), semillas de 
sandía (80,71 %) (Wani et al., 2008), semillas de pimiento (47 %) (Firatligil-Durmus y 
Evranuz, 2010), semillas de uva (36 %) (Lv et al., 2011), colza (18 %) (Sari et al., 2013), 
canola (13,6 – 56 %) (Akbari y Wu, 2015), torta de palma (28,37 %) (Chee y Ayob, 2013), 
soya (33,04 %) (Rosset et al., 2012), cacahuate (65,3 %) (Ma et al., 2010), girasol (80 %) 
(Pickardt et al., 2009) y semillas de melón (80,4 %) (Horax et al., 2011). 
 
a. Evaluación del modelo matemático 
 
El modelo matemático de segundo orden (cuadrático) obtenido para este diseño, es una 
relación empírica entre el rendimiento de extracción de proteínas y las variables 
independientes en unidades codificadas, como se indica en la siguiente ecuación: 
 
 
?? ? ?????? ? ??????? ? ??????? ? ??????? ? ??????? ? ????????
? ???????? ? ????????? ? ????????? ? ????????? 
(27) 
 
Mediante la conversión de los valores codificados en valores reales (unidades no 
codificadas), se presenta de la siguiente manera: 
 
 
?? ? ?????? ? ??????? ? ??????? ? ???????? ? ????????? ? ????????
? ???????? ? ????????? ? ????????? ? ????????? 
(28) 
 
El modelo cuadrático, derivado de los diseños rotables y compuestos, fue evaluado 
estadísticamente para ver el grado de ajuste a los datos experimentales. El análisis de 
varianza del modelo cuadrático de la Ecuación 27, se presenta en el Cuadro 19. 
 
En la evaluación estadística, el análisis de varianza del modelo cuadrático indica que es 
altamente significativo (p < 0,001), además el modelo presentó una falta de ajuste no 
significativo (p > 0,05), indicando que los resultados experimentales se ajustan 
adecuadamente al modelo para predecir el rendimiento de proteínas. Tan et al. (2014) 
mencionan que si el valor p es mayor al nivel de significancia, el modelo es adecuado. Por 
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lo tanto, el modelo desarrollado representaría adecuadamente la relación entre los factores 
elegidos. 
 
Cuadro 19: ANVA para el modelo cuadrático en la etapa de optimización. 
Fuente 
Suma de 
Cuadrados 
Grado de 
libertad 
Cuadrado 
Medio 
Valor Fc Valor-P Sig. 
Modelo 593,352 9 65,928 21,61 0,000 *** 
Lineal 334,991 3 111,664 36,60 0,000 *** 
Cuadrático 221,473 3 73,824 24,20 0,000 *** 
Interacción 36,889 3 12,296 4,03 0,045 * 
Error residual 27,458 9 3,051 
Falta de ajuste 23,706 5 4,741 5,06 0,071 n.s. 
Error puro 3,752 4 0,938 
Total 620,81 18 
R2 0,9558 Sd 1,74669 
R2ajustado 0,9115 CV (%) 7,79 
* Significancia a un nivel de α=0,05; Sd= Desviación estandar; CV = Coeficiente de variabilidad. 
**Significancia a un nivel de α=0,01; n.s.= No significativo. 
***Significancia a un nivel de α=0,001.  
 
Con respecto al error puro, se observa que la suma de cuadrados es pequeña en 
comparación a la suma de cuadrados del total, presentando así una buena reproducibilidad 
en el punto central (Ayala y Pardo, 1995; Morales, 2003; Quanhong y Caili, 2005). 
      
Al evaluar el coeficiente de determinación (R2) se pudo establecer que el 95,58 % de 
variabilidad de los resultados es explicado por el modelo cuadrático. Además, existe un 
alto grado de correlación entre los valores experimentales y estimados, debido a que el R2 
fue 0,9558 y el R2ajustado de 0,9115 (Tan et al., 2014; Parra et al., 2014). Para reforzar el 
alto grado de correlación entre los resultados experimentales y estimados por el modelo 
cuadrático, se presenta dicha correlación en la Figura 11. 
 
Eren y Kaymak (2007) mencionan que un valor alto de R2 no siempre implica que el 
modelo de regresión sea bueno, es decir, que si se adiciona una variable al modelo se 
incrementaría el R2, haciendo caso omiso si la variable adicional es estadísticamente 
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significativa o no. Por esta razón el R2ajustado debe ser superior a 0,900 para indicar un buen 
ajuste del modelo. Por el contrario, Firatligil-Durmus y Evranuz, (2010) mencionan que el 
coeficiente de determinación (R2) más cercano a la unidad, indican un ajuste razonable del 
modelo a los datos experimentales. Estudios anteriores han reportado valores de R2 que 
van desde 0,775 a 0,995 para gandul, maní y torta de palma (Mizubuti et al., 2000; Ma et 
al., 2010; Chee y Ayob, 2013).  
 
 
Figura 11: Comparación del rendimiento de extracción de proteínas entre el 
experimental (observados) y estimado (predichos) por el modelo 
cuadrático. 
 
Al evaluar el coeficiente de variación (CV), se pudo establecer un 7,79 %, lo que sugiere 
una buena precisión y alta confiabilidad del experimento realizado. Como regla general, un 
modelo puede considerarse razonablemente reproducible si su CV no es mayor al 10 % 
(Irakoze y Sindayigaya, 2010; Parra et al., 2014).  
 
b. Análisis de significancia de los coeficientes de regresión 
 
En el Cuadro 20, se presenta la prueba de significancia de los coeficientes de la ecuación 
de regresión cuadrática para el rendimiento de extracción de proteínas. Cada coeficiente 
del modelo estimado, fue analizado mediante la prueba t de Student y el valor p (α = 0,05). 
Según Amin y Anggoro (2004) las variables o factores correspondientes serán más 
significativos si el valor t absoluto se hace más grande y el valor p se hace más pequeño. 
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Cuadro 20: Prueba de significancia de los coeficientes de regresión de la ecuación 
cuadrática para el rendimiento de proteínas. 
Parámetro Factores 
Coeficientes 
de regresión 
Error 
estándar 
Valor-t Valor-P Sig. 
β0 Intercepto 27,981 0,7802 35,862 0,000 *** 
Lineal 
β1 x2 0,129 0,4726 0,275 0,790 n.s. 
β2 x3 3,291 0,4726 6,963 0,000 *** 
β3 x4 3,699 0,4726 7,826 0,000 *** 
Cuadrático 
β11 x22 -1,941 0,4728 -4,105 0,003 ** 
β22 x32 -2,812 0,4728 -5,948 0,000 *** 
β33 x42 -2,998 0,4728 -6,341 0,000 *** 
Interacción 
β12 x2x3 0,966 0,6175 1,565 0,152 n.s. 
β13 x2x4 -1,489 0,6175 -2,411 0,039 * 
β23 x3x4 -1,209 0,6175 -1,957 0,082 n.s. 
* Significancia a un nivel de α=0,05; n.s.= No significativo. 
**Significancia a un nivel de α=0,01. 
***Significancia a un nivel de α=0,001.  
 
Se puede observar del Cuadro 20 que los coeficientes de regresión de la ecuación del 
término lineal más significativos sobre el rendimiento de extracción de proteína fueron la 
concentración de NaCl (x4) (p < 0,001) y la relación materia prima/solvente (x3) (p < 
0,001). Especialmente, la concentración de NaCl tuvo la mayor influencia sobre el 
rendimiento de extracción de proteína de la HDTSI (valor t = 7,826). La temperatura (x2) 
no fue significativa (p > 0,05). Oomah et al. (1994), Quanhong y Caili (2005) y Horax et 
al. (2011) reportaron un efecto similar para las pruebas de extracción de proteínas en las  
semillas de linaza, calabaza y melón amargo, respectivamente. Sin embargo, otros autores 
han informado que la temperatura influye en la extracción de proteínas (Ma et al., 2010; 
Chee y Ayob, 2013).   
 
Con respecto al término cuadrático, la concentración de NaCl (x42) (p < 0,001), la relación 
materia prima/solvente (x32) (p < 0,001) y la temperatura (x22) (p < 0,01), tuvieron un 
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efecto altamente significativo sobre el rendimiento de extracción de proteína. Mientras que 
el término de interacción, la temperatura – concentración de NaCl (x2x4), tuvo un efecto 
significativo (p < 0,05). Esto sugiere que hay curvatura en la superficie de respuesta, que se 
verá más adelante.  
 
Por lo tanto, los efectos del término lineal fueron más significativos que los efectos del 
término cuadrático. Esto significa que los factores como la concentración de NaCl (x4) y la 
relación materia prima/solvente (x3), tienen una relación directa en la extracción de 
proteína de la HDTSI.  
 
c. Análisis de la superficie de respuesta 
 
La gráfica de superficie de respuesta (tridimensional), se elaboró a partir del modelo 
cuadrático (Ecuación 28) para ilustrar los efectos principales e interactivos de las variables 
independientes sobre la variable respuesta (rendimiento de proteína). El objetivo principal 
fue identificar el valor óptimo de las variables independientes de manera eficiente para 
maximizar la respuesta. Estas gráficas (Figura 12, 13 y 14) se obtuvieron mediante la 
fijación de una variable independiente codificada a nivel cero, mientras que las dos 
variables restantes varían dentro del rango experimental.  
 
En la Figura 12 se muestra el efecto de la temperatura y la relación materia prima/solvente 
sobre el rendimiento de proteína. Se observa que ambos ejercen un efecto cuadrático en el 
rendimiento de proteína. La variación de la temperatura y la relación materia 
prima/solvente revelaron que el máximo rendimiento de proteína (29,01 %) se obtuvo 
cuando la temperatura fue de 57,54 ºC y la relación materia prima/solvente de 1/44,8 (p/v), 
mientras que la concentración de NaCl fue de 1,25 M (nivel cero). Este comportamiento es 
similar al reportado por Chee y Ayob (2013), quienes obtuvieron un mayor rendimiento de 
proteínas en la harina de torta de palma, cuando la relación materia prima/solvente fue de 
1/70 (p/v) que es mayor al presente estudio y la temperatura de 50 ºC. Otros estudios 
realizados en harina de semillas de tomate (1/30) (Liadakis et al., 1995), semillas de 
calabaza (1/30) (Quanhong y Caili, 2005), semillas de sandía (1/70) (Wani et al. 2008), 
semilla de palma (1/60) (Arifin et al., 2009) y granos de destilería (1/37) (Dong et al., 
2012), están de acuerdo con el presente estudio, ya que con en el aumento de la relación 
materia prima/solvente dio lugar a un mayor rendimiento de proteínas. 
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Por el contrario, Oomah et al. (1994) menciona que el rendimiento de proteína aumenta 
con la disminución de la relación materia prima/solvente. Así mismo, Nilo-Rivas et al. 
(1981) también informaron que un gran exceso de solvente disminuye el rendimiento de 
proteína. Por su parte, Ventura et al. (2005) mencionan que la cantidad de harina a 
solubilizar en el sistema, influye significativamente en la composición y cantidad 
porcentual de la proteína recuperada, sin embargo el solvente debe ser adecuado para que 
no se sature los componentes solubilizados, lo que indica que es de vital importancia 
determinar la relación apropiada entre la cantidad de solvente y la cantidad de proteínas a 
solubilizar.  
 
 
Figura 12: Superficie de respuesta del rendimiento de extracción de proteína de la 
HDTSI en función de los factores: temperatura (X2) y relación materia 
prima/solvente (X3). Factor constante: concentración de NaCl de 1,25 M 
(X4). 
 
Por otro lado, el aumento tanto de la temperatura y la relación materia prima/solvente 
pueden causar el incremento de la extracción de proteínas. Sin embargo cuando la 
temperatura fue mayor a 57,54 ºC y la relación materia prima/solvente mayor a 1/44,8 
(p/v), el rendimiento de proteína se redujo a valores por debajo de 29,01 %. Esto pudo 
deberse a que la alta temperatura pudo provocar la desnaturalización de las proteínas, 
disminuyendo su solubilidad. Es por ello que no se recomienda trabajar a temperaturas 
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mayores a 60 °C (Rustom et al., 1991; Linden y Lorient, 1996; Lv et al., 2011; Chee y 
Ayob, 2013). 
 
En la Figura 13 se muestra el efecto de la relación materia prima/solvente y la 
concentración de NaCl sobre el rendimiento de proteína. Se observa que ambos ejercen un 
efecto cuadrático en el rendimiento de extracción de la proteína. La variación de la relación 
materia prima/solvente y la concentración de NaCl revelaron que el máximo rendimiento 
de proteína (29,72 %) se obtuvo cuando la relación materia prima/solvente fue 1/42 (p/v) y 
la concentración de NaCl de 1,65 M, mientras que la temperatura fue 55 ºC (nivel cero). 
Este comportamiento fue similar al reportado por Sathe et al. (2012), quienes obtuvieron 
un mayor rendimiento de proteínas en harina de semillas del sacha inchi, cuando la 
concentración de NaCl fue de 2 M que es menor al presente estudio. Así mismo, Oomah et 
al. (1994), Pickardt et al. (2009) y Horax et al. (2013) reportaron similares resultados en el 
empleo del uso del NaCl como solvente extractante de las proteínas en las harinas de 
semillas de linaza (1,5 M), girasol (2,3 M) y semillas de melón amargo (1,3 M), 
respectivamente. Quanhong y Caili (2005), Mune et al. (2008) y Arifin et al. (2009) 
emplearon menores valores de concentración de NaCl para la harina de semillas de 
calabaza (0,72 M), caupi (0,15 M) y palma (0,2 M), respectivamente. Esta diferencia, 
puede deberse al tipo de materia prima, características físico-químicas de las proteínas, 
entre otras.   
 
Cheftel et al. (1989) explica que la presencia de NaCl en el medio, puede aumentar la 
solubilidad de las proteínas dado el efecto salting in. Los iones reaccionan con las cargas 
de las proteínas y rebajan la atracción electrostática entre las cargas opuestas de grupos 
próximos, por otro lado la solvatación debido a estos iones, permite aumentar la 
solvatación de las proteínas y por lo tanto su solubilidad. Este comportamiento explica la 
razón por la cual a una concentración de 1,65 M de NaCl se obtuvo mayor rendimiento 
respecto al no empleo de NaCl en el solvente de extracción. Así mismo, estudios recientes 
reportan el uso principalmente de las sales de sodio y calcio para extraer proteínas de 
diferentes alimentos vegetales (Ghaly y Alkoaik 2010; Lestari et al., 2010; Karaca et al., 
2011; Nadal et al., 2011; Chee y Ayob, 2013). 
 
Por otro lado, cuando la concentración de NaCl fue mayor a 1,65 M y la relación materia 
prima/solvente mayor a 1/42 (p/v), el rendimiento de proteína se redujo (< 29,72 %). Esto 
 77 
 
pudo deberse a que la excesiva adición de sal a soluciones de pH alto (> 9) pudo favorecer 
el efecto salting out en la extracción de proteínas (Tan et al., 2011). Además, Cheftel et al. 
(1989) menciona que este efecto provoca la competencia entre la proteína y los iones 
salinos por las moléculas de agua necesarias para su solvatación respectiva, con una fuerte 
concentración salina, no hay bastantes moléculas de agua disponibles para la solvatación 
de la proteína, porque la mayor parte del agua está fuertemente ligada a las sales. 
 
 
Figura 13: Superficie de respuesta del rendimiento de extracción de proteína de la 
HDTSI en función de los factores: relación materia prima/solvente (X3) y 
concentración de NaCl (X4). Factor constante: temperatura de 55 ºC (X2). 
 
En la Figura 14 se muestra el efecto de la temperatura y la concentración de NaCl sobre el 
rendimiento de extracción en proteína. Se observa que ambos ejercen un efecto cuadrático 
en el rendimiento de proteína. La variación de la temperatura y la concentración de NaCl 
revelaron que el máximo rendimiento de proteína (29,21 %) se obtuvo cuando la 
temperatura fue de 52 ºC y la concentración de NaCl de 1,75 M, mientras que la relación 
materia prima/solvente fue de 1/35 (p/v) (nivel cero). Este comportamiento es similar al 
reportado por Chee y Ayob (2013), quienes obtuvieron un mayor rendimiento de proteínas 
en la harina de torta de palma, cuando la temperatura fue de 50 ºC y la concentración de la 
sal hexametafosfato de sodio del 2 %. De otro lado se observó que cuando la temperatura 
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fue mayor a 52 ºC y la concentración de NaCl mayor a 1,75 M, el rendimiento se redujo (< 
29,21 %). 
 
 
Figura 14: Superficie de respuesta del rendimiento de extracción de proteína de la 
HDTSI en función de los factores: temperatura (X2) y concentración de 
NaCl (X4). Factor constante: relación materia prima/solvente 1/35 (p/v) 
(X3) 
 
Teniendo en cuenta todos los resultados en la extracción alcalina, es evidente que el 
incremento de la concentración de NaCl y la relación materia prima/solvente son los 
principales contribuyentes en la extracción de proteína de la HDTSI. Este hecho puede 
deberse, al tipo de proteínas presentes en la harina de semilla del sacha inchi. Sathe et al. 
(2012) encontraron en la proteína del sacha inchi fracciones importantes de proteínas 
solubles como las albuminas (43,7 %), globulinas (27,3 %) y glutelinas (31,9 %), que son 
solubles en agua, sal y medio alcalino, respectivamente. Adicionalmente, Rodrigues et al. 
(2012) mencionan que la presencia de sales (fuerza iónica) influye de manera eficiente en 
la extracción de proteína de las harinas de semillas oleaginosas.  
 
Las condiciones óptimas de extracción de las proteínas del sacha inchi fueron estimadas 
por el método de deseabilidad, utilizando el programa Minitab (Figura 15). La variable 
dependiente se fijó al valor máximo de deseabilidad (d = 1,00), las condiciones óptimas 
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obtenidas correspondieron a una temperatura de 54,2 °C, relación materia prima/solvente 
de 1/41,8 (p/v) y concentración de NaCl de 1,65 M, obteniéndose un rendimiento de 
proteína estimado de 29,7 %. 
 
Act
Alto
Bajo0,88576
D
Óptimo
d = 0,88576
Máximo
Rendimie
y = 29,7286
-0,0113
2,5113
9,7731
60,2269
29,7731
80,2269
H/S NaClTº
[54,2355] [41,8801] [1,6450]
 
Figura 15: La condición óptima del rendimiento de proteína utilizando el método de 
la función de deseabilidad en la extracción alcalina. 
 
Este valor estimado de rendimiento de proteína de la HDTSI resultó cercano o mayor al 
reportado para otras fuentes vegetales. Así podemos citar al estudio de Chee y Ayob 
(2013), quienes trabajaron en la extracción de proteínas de torta de palma utilizando MSR, 
donde  encontraron como condiciones óptimas de extracción a una temperatura de 50 ºC, 
pH 10, relación harina/solvente 1/70 (p/v) y concentración de hexametafosfato de sodio 1,5 
%; obteniendo un rendimiento de proteína de 28,37 %. Por otro lado, Zhang et al. (2013) 
estudiaron la extracción de proteínas del fresno espinoso usando también la MSR y 
concluyeron que el rendimiento máximo (18,9 %) se obtuvo a pH 8,75, relación 
harina/solvente 1/17,5 (p/v), 0,79 mol/L de NaCl a 35 ºC durante 60 min. Finalmente, 
Quanhong y Caili (2005) estudiaron la extracción de proteína de semilla de calabaza 
usando MSR y concluyeron que el rendimiento máximo (26 %) se obtuvo a la relación 
harina/solvente 1/30,2 (p/v), 4,26 % de NaCl y tiempo de extracción de 18,1 min.  
 
4.2.4. Validación del modelo 
 
La idoneidad de la ecuación del modelo para predecir los valores de la respuesta óptima se 
probó usando las condiciones óptimas recomendadas. Bajo este conjunto de condiciones se 
determinó que fue óptimo para el enfoque de optimización (MSR), que también se utiliza 
 80 
 
para validar experimentalmente y predecir los valores de las respuestas utilizando la 
ecuación del modelo. Se encontró que los valores experimentales están de acuerdo con el 
valor estimado por el modelo (Cuadro 21). 
 
Cuadro 21: Condición óptima recomendado por el modelo de segundo orden, 
respuesta estimada y experimental.  
Condiciones óptimas Codificado No codificado  
Temperature (ºC) -0,06 54,2  
Relación materia prima/solvente (p/v) 0,46 1/41,8  
Concentración de NaCl (M) 0,54 1,65  
Variable respuesta Estimada *Experimental Rango 
Rendimiento de proteína (%) 29,73 30,23 ±0,50 29,73 – 30,73 
* Media ± desviación estándar; n=3 (triplicado). 
 
4.3. Extracción enzimática asistida 
 
4.3.1. Optimización del proceso 
 
Para la etapa de optimización, se consideró un DCC de segundo orden de acuerdo a la 
metodología descrita por Ayala y Pardo (1995), Quanhong y Caili (2005), Wani et al. 
(2008), Ma et al. (2010), Firatligil-Durmus y Evranuz (2010), Chee y Ayob (2013) y Parra 
et al. (2014). Las variables consideradas fueron: concentración de enzima (Z1) y tiempo de 
extracción (Z2); ello de acuerdo a pruebas preliminares realizadas y según lo evaluado por 
Shen et al. (2008), Sui et al. (2011) y Sari et al. (2013). La enzima utilizada fue la Alcalasa 
(proteasa alcalina), trabajándose a pH 9 y temperatura de 55 ºC de acuerdo a las 
condiciones óptimas de trabajo de la enzima. La relación materia prima/solvente fue 1/50 
(p/v) de acuerdo a las pruebas preliminares. El criterio de optimización usado fue 
maximizar el rendimiento de extracción de proteína de la HDTSI (Y1) y minimizar el grado 
de hidrólisis (Y2) de la proteína. A este último punto indicamos que se minimiza porque 
afectaría las propiedades tecnofuncionales de las proteínas, que se explicará más adelante. 
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Los valores promedio de las respuestas experimentales (Ȳ) y estimados (Ŷ) para cada 
punto experimental, se presentan en el Cuadro 22. Las pruebas se realizaron en orden 
aleatorio, ejecutando cuatro puntos factoriales, cuatro puntos axiales y cinco repeticiones 
en el punto central; dando un total de 13 experimentos. Los resultados revelan que el 
rendimiento de extracción de proteínas (Y1) varió de 28,41 a 42,58 %.  
 
Anteriormente, no se han desarrollado estudios sobre la extracción enzimática asistida de 
proteína de la HDTSI; sin embargo, se han reportado estudios similares en otras fuentes 
vegetales como: la harina de mostaza (52,4 %) (Pedroche et al., 2004), semillas de pino 
(87,45 %) (Wang et al., 2011), avellana (92,20 %) (Sui et al., 2011), torta de palma (61,32 
%) (Chee et al., 2012), soya (56,3 %) (Rosset et al., 2012), colza (50 – 80 %) (Sari et al., 
2013), hojas de té (24 – 34 %) (Shen et al., 2008), hojas de olivo (41 – 90 %) (Vergara et 
al., 2015) y torta de Guevina avellana (65 %) (Moure et al., 2002). 
 
Con respecto a los resultados del grado de hidrólisis (Y2) este varió de 0,96 a 7,72 %. 
Anteriormente, no se han desarrollado estudios sobre el grado de hidrólisis (GH) de la 
HDTSI y su efecto en la extracción de la proteína; sin embargo, se han reportado estudios 
similares en otras fuentes vegetales como: la harina de mostaza (Brassica carinata) (GH: 
8,3 - 17,5 %, Pedroche et al., 2004) y en la harina de cacahuate (GH: 0 -15 %, Zheng et al., 
2015).  
 
a. Rendimiento de proteína 
 
a.1. Evaluación del modelo matemático 
 
El modelo matemático de segundo orden (cuadrático) obtenido para este diseño, es el de 
una relación empírica entre el rendimiento de extracción de proteínas y las variables 
independientes en unidades codificadas, como se indica en la siguiente ecuación: 
 
 ??? ? ?????? ? ??????? ? ??????? ? ?????? ? ???????? ? ????????? (29) 
 
Mediante la conversión de los valores codificados en valores reales (unidades no 
codificadas), se presenta de la siguiente manera: 
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 ??? ? ?????? ? ??????? ? ??????? ? ???????? ? ????????? ? ????????? (30) 
 
El modelo cuadrático, fue evaluado estadísticamente para ver el grado de ajuste a los datos 
experimentales. El análisis de varianza del modelo cuadrático de la Ecuación 29, se 
presenta en el Cuadro 23. 
 
En la evaluación estadística, el análisis de varianza del modelo cuadrático indica que fue 
altamente significativo (p < 0,001). Además, presentó una falta de ajuste no significativo (p 
> 0,05), indicando que los resultados experimentales se ajustan adecuadamente al modelo 
para predecir el rendimiento de proteínas. Tan et al. (2014) mencionan que si el valor p es 
mayor al nivel de significancia, el modelo es adecuado. Por lo tanto, el modelo 
desarrollado representaría adecuadamente la relación entre los factores elegidos. 
 
Cuadro 23: ANVA para el modelo cuadrático del rendimiento de proteína. 
Fuente 
Suma de 
Cuadrados 
Grado de 
libertad 
Cuadrado 
Medio 
Valor Fc Valor-P Sig. 
Modelo 229,101 5 45,820 165,29 0,000 *** 
Lineal 178,191 2 89,096 321,41 0,000 *** 
Cuadrático 42,872 2 21,436 77,33 0,000 *** 
Interacción 8,037 1 8,037 28,99 0,001 ** 
Error residual 1,94043 7 0,277 
Falta de ajuste 1,43 3 0,477 3,73 0,118 n.s. 
Error puro 0,511 4 0,128 
Total 231,041 12   
 
R2 0,9916 Sd 0,526 
R2ajustado 0,9856 CV (%) 1,56 
* Significancia a un nivel de α=0,05; Sd= Desviación estandar; CV = Coeficiente de variabilidad. 
**Significancia a un nivel de α=0,01; n.s.= No significativo. 
***Significancia a un nivel de α=0,001.  
 
Con respecto al error puro, se observa que la suma de cuadrados es pequeña en 
comparación a la suma de cuadrados del total, presentando así una buena reproducibilidad 
en el punto central (Ayala y Pardo, 1995; Morales, 2003; Quanhong y Caili, 2005). Al 
evaluar el coeficiente de determinación (R2) se pudo establecer que el 99,16 % de 
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variabilidad de los resultados es explicado por el modelo cuadrático. Además, existe un 
alto grado de correlación entre los valores experimentales y estimados, debido a que el R2 
fue 0,9916 y el R2ajustado de 0,9856 (Tan et al., 2014; Parra et al., 2014). Para reforzar el 
alto grado de correlación entre los resultados experimentales y estimados por el modelo 
cuadrático, se presenta dicha correlación en la Figura 16. 
 
 
Figura 16: Comparación del rendimiento de extracción de proteínas entre el 
experimental (observados) y estimado (predichos) por el modelo 
cuadrático. 
 
Al evaluar el coeficiente de variación (CV), se pudo establecer un 1,56 %, lo que sugiere 
una buena precisión y alta confiabilidad del experimento realizado. Como regla general, un 
modelo puede considerarse razonablemente reproducible si su CV no es mayor al 10 % 
(Irakoze y Sindayigaya, 2010; Parra et al., 2014).  
 
a.2. Análisis de significancia de los coeficientes de regresión 
 
En el Cuadro 24, se presenta la prueba de significancia de los coeficientes de la ecuación 
de regresión cuadrática para el rendimiento de extracción de proteínas. Cada coeficiente 
del modelo estimado, fue analizado mediante la prueba t de Student y el valor p (α = 0,05). 
Según Amin y Anggoro (2004) las variables o factores correspondientes serán más 
significativos si el valor t absoluto se hace más grande y el valor p se hace más pequeño. 
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Se puede observar del Cuadro 24 que los coeficientes de regresión de la ecuación del 
término lineal fueron altamente significativos sobre el rendimiento de extracción de 
proteína en especial la concentración de enzima tuvo la mayor influencia sobre el 
rendimiento de extracción de proteína de la HDTSI (valor t = 24,26). Este efecto coincide 
con los resultados obtenidos por Shen et al. (2008), Sui et al. (2011), Sari et al. (2013) y 
Vergara et al. (2015) cuando trabajaron en harina de hojas de té, avellana, canola y hojas 
de olivo, respectivamente; por el contrario, Wang et al. (2011) mencionan que el tiempo no 
influye en la extracción de proteínas de la harina de semillas de pino.   
 
Cuadro 24: Prueba de significancia de los coeficientes de regresión de la ecuación 
cuadrática para el rendimiento de proteínas. 
Parámetro Factores 
Coeficientes 
de regresión 
Error 
estándar 
Valor-t Valor-P Sig. 
β0 Intercepto 35,046 0,2355 148,841 0,000 *** 
Lineal 
β1 z1 4,516 0,1861 24,263 0,000 *** 
β2 z2 1,369 0,1861 7,356 0,000 *** 
Cuadrático 
β11 z12 0,400 0,1996 2,008 0,085 n.s. 
β22 z22 -2,376 0,1996 -11,906 0,000 *** 
Interacción 
β12 z1z2 1,417 0,2633 5,385 0,001 ** 
* Significancia a un nivel de α=0,05; n.s.= No significativo. 
**Significancia a un nivel de α=0,01. 
***Significancia a un nivel de α=0,001.  
 
Con respecto al término cuadrático, la concentración de enzima (z12) (p > 0,05) no fue 
significativo, sin embargo el tiempo de extracción (z22) (p < 0,001), tuvo un efecto 
altamente significativo sobre el rendimiento de extracción de la proteína; mientras que el 
término de interacción, concentración de enzima – tiempo de extracción (z1z2), tuvo un 
efecto altamente significativo (p < 0,01), lo que sugiere que habrá curvatura en la 
superficie de respuesta, lo que se verá más adelante.  
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a.3. Análisis de la superficie de respuesta 
 
La gráfica de superficie de respuesta (tridimensional), se elaboró a partir del modelo 
cuadrático (Ecuación 30) para ilustrar los efectos principales e interactivos de las variables 
independientes sobre la variable respuesta (rendimiento de proteína). El objetivo principal 
fue identificar el valor óptimo de las variables independientes de manera eficiente para 
maximizar la respuesta. Esta gráfica (Figura 17) se obtuvo mediante la variación de las dos 
variables independientes dentro del rango experimental.  
 
En la Figura 17 se muestra el efecto de la concentración de la enzima Alcalasa y el tiempo 
de extracción sobre el rendimiento de proteína. Se observa que el incremento de la 
concentración de la enzima, provoca un aumento en el rendimiento de extracción de 
proteína, cuando va de 1,4 a 5,6 % (efecto lineal). Este hecho concuerda con lo expresado 
por Shen et al. (2008), Chee et al. (2012) y Vergara et al. (2015) que el aumento de la 
concentración de la enzima normalmente mejora la solubilidad de la proteína, debido a que 
los enlaces peptídicos se rompen más a una mayor cantidad de enzima y que a la vez 
aumenta el rendimiento de extracción de la proteína. Sin embargo, la existencia de la 
enzima libre (exceso) en el solvente, podría hacer que interactúe de forma drástica con la 
proteína extraída y causar la degradación de la misma, y por consecuencia su disminución. 
Otra explicación del contenido máximo de proteína a extraer podría deberse a la llamada 
inhibición competitiva, en donde las moléculas de proteína extraídas actúan como 
inhibidor de la formación del complejo enzima-sustrato evitando de este modo su actividad 
(Laidler y Bunting, 1973). Por lo tanto, una concentración baja o demasiada alta de enzima 
no es deseable para la extracción de proteínas, debiéndose considerar una concentración 
óptima para un rendimiento máximo de proteína. Shen et al. (2008) reportaron un 
comportamiento similar, verificando un aumento en el rendimiento de extracción de la 
proteína de las hojas de té (10 - 22,5 %), cuando se incrementó la concentración de enzima 
(Alcalasa) de 1 a 4 %; por encima de 4 % encontró una disminución del rendimiento. Así 
mismo, Sari et al., (2013) obtuvieron un mayor rendimiento de proteína en la harina de 
colza (50 – 80 %), microalga (50 – 80 %) y soya (90 %), utilizando como enzima Protex 
40XL a una concentración de 5 %.  
 
Con respecto al tiempo de extracción, se observa un efecto cuadrático sobre el rendimiento 
de proteína, el cual se incrementó cuando el tiempo varió de 15 a 31,5 min 
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aproximadamente, llegando a sus niveles máximos entre los 31,5 y 41 min, mientras que 
pasado los 41 min se da una ligera disminución en la respuesta, manteniéndose estable. 
Este comportamiento es similar al reportado por Vergara et al. (2015) quienes obtuvieron 
un mayor rendimiento en proteína de hojas de olivo, cuando el tiempo de extracción se 
incrementó de 5 a 15 min, determinando que por encima de 15 min se mantenía igual. Así 
mismo, Sui et al. (2011) obtuvieron un mayor rendimiento de extracción de proteína de la 
avellana (87 %) utilizando la enzima Alcalasa, cuando el tiempo de extracción se 
incrementó de 30 a 90 min, determinando que por encima de estos límites se mantiene 
estable con el aumento del tiempo. Shen et al. (2008) mencionan que el incremento del 
tiempo de extracción condujo a un alto rendimiento de extracción de proteína, cuando 
evaluaron a las enzimas Alcalasa y Protamex sobre la extracción de proteínas en las hojas 
de té, obteniendo como resultados un mayor rendimiento en las dos primeras horas, y que 
después de este tiempo la extracción se hizo menos significativa.  
 
 
Figura 17: Superficie de respuesta del rendimiento de extracción de proteína de la 
HDTSI en función de los factores: concentración de enzima (Z1) y tiempo 
de extracción (Z2). 
 
Teniendo en cuenta todos los resultados en la extracción enzimática asistida, es evidente 
que el incremento de la concentración de la enzima Alcalasa y el tiempo de extracción son 
los principales contribuyentes en la extracción de proteína de la HDTSI.  
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Investigaciones sobre la extracción de proteína de la HDTSI con el método enzimático no 
se han desarrollado anteriormente; sin embargo, se han reportado estudios similares 
utilizando otras fuentes vegetales. Así, Sui et al. (2011) trabajaron en la extracción de 
proteínas de la harina de avellana utilizando la MSR y concluyeron que el rendimiento 
máximo (92,2 %) se obtuvo a una concentración de la enzima Alcalasa al 2 %, tiempo de 
extracción 150 min, temperatura 55 ºC, relación harina/solvente de 1/5 (p/v) y pH 9. Chee 
et al. (2012) trabajaron en la extracción de proteínas en la torta de palma, utilizando 
también la MSR y encontraron efectos altamente significativos sobre el rendimiento de 
proteína (61,32 %), trabajando a la temperatura de 50 ºC, pH 9,5, relación harina/solvente 
de 1,1/100 g/ml a una concentración de la enzima Tripsina del 1,36 %. 
 
b. Grado de hidrólisis  
 
b.1. Evaluación del modelo matemático 
 
El modelo cuadrático de segundo orden no se ajustó adecuadamente a los resultados del 
grado de hidrólisis (ANEXO 3), debido a que presentó insuficiencias en la correlación de 
los resultados experimentales y estimados. Por lo tanto, de acuerdo al análisis estadístico, 
se optó por el modelo lineal de primer orden, ya que el término lineal en el cuadro ANVA 
fue altamente significativo (p < 0,001).  
 
El modelo matemático de primer orden (lineal) obtenido para este diseño, es una relación 
empírica entre el grado de hidrólisis y las variables independientes en unidades 
codificadas, como se indica en la siguiente ecuación: 
 
 ??? ? ????? ? ??????? ? ??????? (31) 
 
Mediante la conversión de los valores codificados en valores reales (unidades no 
codificadas), se presenta de la siguiente manera: 
 
 ??? ? ?????? ? ??????? ? ??????? (32) 
 
El modelo lineal, fue evaluado estadísticamente para ver el grado de ajuste a los datos 
experimentales, así el análisis de varianza del modelo lineal de la Ecuación 31, se presenta 
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en el Cuadro 25. De la evaluación estadística, el análisis de varianza del modelo lineal 
indica que es altamente significativo (p < 0,001), también presentó una falta de ajuste no 
significativo (p > 0,05), indicando que los resultados experimentales se ajustan 
adecuadamente al modelo para predecir el grado de hidrólisis (Tan et al., 2014). Por lo 
tanto, el modelo desarrollado representaría adecuadamente la relación entre los factores 
elegidos. 
 
Cuadro 25: ANVA para el modelo lineal del grado de hidrólisis. 
Fuente 
Suma de 
Cuadrados 
Grado de 
libertad 
Cuadrado 
Medio 
Valor Fc Valor-P Sig. 
Modelo 32,715 2 16,3577 27,32 0,000 *** 
Error residual 5,987 10 0,5987    
Falta de ajuste 5,252 6 0,8754 4,76 0,076 n.s. 
Error puro 0,734 4 0,1837    
Total 38,702 12     
R2 0,8453 Sd 0,773 
R2ajustado 0,8144 CV (%) 18,68 
*Significancia a un nivel de α=0,05; Sd= Desviación estandar; CV = Coeficiente de variabilidad.  
***Significancia a un nivel de α=0,001; n.s.= No significativo. 
 
Con respecto al error puro, se observa que la suma de cuadrados es pequeña en 
comparación a la suma de cuadrados del total, presentando así una buena reproducibilidad 
en el punto central (Ayala y Pardo, 1995; Morales, 2003; Quanhong y Caili, 2005).  
 
Al evaluar el coeficiente de determinación (R2) se pudo establecer que el 84,53 % de 
variabilidad de los resultados es explicado por el modelo lineal; también existió un alto 
grado de correlación entre los valores experimentales y estimados, debido a que el R2 fue 
0,8453 y el R2ajustado de 0,8144 (Tan et al., 2014; Parra et al., 2014). Joglekar y May (1987) 
sugirieron que para un buen ajuste de un modelo, el R2 debe ser de al menos mayor a 0,80.  
 
Al evaluar el coeficiente de variación (CV), se pudo establecer un 18,68 %, lo que sugiere 
una mediana precisión del experimento realizado.  
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b.2. Análisis de significancia de los coeficientes de regresión 
 
En el Cuadro 26, se presenta la prueba de significancia de los coeficientes de la ecuación 
de regresión lineal para el grado de hidrólisis. Cada coeficiente del modelo estimado, fue 
analizado mediante la prueba t de Student y el valor p (α = 0,05). Según Amin y Anggoro 
(2004) las variables o factores correspondientes serán más significativos si el valor t 
absoluto se hace más grande y el valor p se hace más pequeño. 
 
Cuadro 26: Prueba de significancia de los coeficientes de regresión de la ecuación 
lineal para el grado de hidrólisis. 
Parámetros Factores 
Coeficientes 
de regresión 
Error 
estándar 
Valor-t Valor-P Sig. 
β0 Intercepto 4,142 0,2146 19,299 0,000 *** 
Lineal 
β1 z1 1,676 0,2736 6,128 0,000 *** 
β2 z2 1,131 0,2736 4,134 0,002 ** 
**Significancia a un nivel de α=0,01; n.s.= No significativo. 
***Significancia a un nivel de α=0,001. 
 
Se puede observar del Cuadro 26 que los coeficientes de regresión de la ecuación del 
término lineal fueron altamente significativos sobre el grado de hidrólisis, en especial la 
concentración de enzima tuvo la mayor influencia sobre el grado de hidrólisis (valor t = 
6,128). Este efecto coincide con los resultados obtenidos por Pedroche et al. (2004), Ng y 
Khan (2009) y Sari et al. (2013) cuando trabajaron en harina de mostaza, torta de palma y 
colza, respectivamente. 
 
b.3. Análisis de la superficie de respuesta 
 
La gráfica de superficie de respuesta (tridimensional), se elaboró a partir del modelo lineal 
(Ecuación 32) para ilustrar los efectos principales de las variables independientes sobre la 
variable respuesta (grado de hidrólisis). El objetivo principal fue identificar el valor óptimo 
de las variables independientes de manera eficiente para minimizar la respuesta. Esta 
gráfica (Figura 18) se obtuvo mediante la variación de las dos variables independientes 
dentro del rango experimental.  
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En la Figura 18 se muestra el efecto de la concentración de la enzima Alcalasa y el tiempo 
de extracción sobre el grado de hidrólisis. Se observa que ambos ejercen un efecto lineal en 
el grado de hidrólisis. La variación de la concentración de enzima y el tiempo de 
extracción revelaron que el mínimo grado de hidrólisis (0,215 %) se obtuvo cuando la 
concentración de enzima fue 1,4 % y el tiempo de 9 min. Este comportamiento es similar 
al reportado por Sari et al. (2013), quienes obtuvieron un menor grado de hidrólisis de la 
proteína de la harina de colza, cuando la concentración de la enzima Protex 40XL fue de   
1 % durante los tiempos iniciales de la reacción el cual, es menor al presente estudio. Por 
otro lado, Klompong et al. (2007) menciona que el aumento de la concentración de la 
enzima aumenta el grado de hidrólisis, ya que los enlaces peptídicos son más propensos a 
ser rotos en presencia de una mayor concentración de enzima. Ng y Khan (2009) 
mencionan que el tiempo afecta significativamente el grado de hidrólisis hasta un valor 
crítico y que después tiende a ser estable, debido a que la enzima proteolítica interactúa 
rápidamente con las partículas de proteínas insolubles y que las cadenas polipéptidicas que 
están unidas débilmente a la superficie se hidrolizan. Por lo tanto, el núcleo más compacto 
de la proteína se escinde lentamente  (Benjakul y Morrissey, 1997). 
 
 
Figura 18: Superficie de respuesta del grado de hidrólisis de la HDTSI en función de 
los factores: concentración de enzima (Z1) y tiempo de extracción (Z2). 
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Teniendo en cuenta todos los resultados en la extracción enzimática asistida, es evidente 
que el incremento de la concentración de la enzima Alcalasa y el tiempo de extracción 
resultaron ser los principales contribuyentes que afectaron el aumento del grado de 
hidrólisis.  
 
4.3.2. Optimización de respuestas múltiples 
 
La optimización múltiple se llevó a cabo luego de obtener los modelos matemáticos 
correspondientes de cada respuesta evaluada y aplicando la función de deseabilidad global 
de Derringer (D) (Ecuación 26), descrita por Candioti et al. (2014) y Montgomery (2002). 
Asignando un valor de 1 para el exponente en las funciones de deseabilidad individual para 
cada respuesta implicada (Ecuación 24 y 25).  
 
De esta forma, las restricciones para el rendimiento de proteína, se estableció a criterio 
propio, debido a que se quiere llegar a una máxima extracción de proteínas (100 %); con 
respecto al grado de hidrólisis se estableció de acuerdo a Pedroche et al. (2004), 
Karayannidou et al. (2007), Benítez et al. (2008), Jamdar et al. (2010) y Avramenko et al. 
(2013) mencionando que una hidrólisis limitada (< 10 %) produce buenas propiedades 
tecnofuncionales (ej. emulsionante y espumante); además, ocasionaría un problema al 
momento de su recuperación por precipitación isoeléctrica. De acuerdo a lo mencionado se 
estableció la función de deseabilidad individual para el rendimiento de proteína y grado de 
hidrólisis, fueron las siguientes:   
 
Maximización del 
rendimiento de 
proteína 
?? ?
??
?
??
? ?? ? ?
? ?? ? ???? ? ??
?
? ? ?? ? ???
? ?? ? ???
 (33) 
 
Donde 100 % representa la respuesta objetivo del rendimiento de proteína, es decir, el 
máximo valor que se desea alcanzar. 
Minimización del 
grado de hidrólisis 
?? ?
??
?
??
? ?? ? ?
??? ?????? ? ? ?
?
? ? ?? ? ??
? ?? ? ??
 (34) 
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Donde 8 % representa la respuesta objetivo del grado de hidrólisis, es decir, el mínimo 
valor que se desea alcanzar; y 10 % es el máximo valor aceptable. Luego de considerar las 
restricciones y las funciones de deseabilidad antes señaladas y haciendo uso del programa 
estadístico Minitab, se determinó la solución.  
 
a. Análisis de la gráfica de contorno 
 
La gráfica de contorno (bidimensional) sobrepuesto Y1 y Y2, se elaboraron a partir del 
modelo cuadrático (Ecuación 30) y lineal (Ecuación 32) para ilustrar los efectos principales 
de las variables independientes sobre las respuestas. El objetivo principal fue identificar el 
valor óptimo en los rangos deseados de las variables independientes de manera eficiente 
para minimizar y maximizar las respuestas. Esta gráfica se obtuvo mediante la variación de 
las dos variables independientes dentro del rango experimental.  
 
En la Figura 19 se muestra la gráfica de contorno donde se ve el efecto de la concentración 
de la enzima Alcalasa y el tiempo de extracción sobre el rendimiento de proteína y grado 
de hidrólisis. Se observa que la concentración de la enzima Alcalasa y el tiempo de 
extracción aumentan de manera directa el rendimiento de proteína y grado de hidrólisis. 
Este aumento del grado de hidrólisis, podría afectar algunas propiedades tecnofuncionales 
(ej. emulsionantes y espumantes) y mejorar otras (ej. solubilidad). Según Karayannidou et 
al. (2007), Benítez et al. (2008), Jamdar et al. (2010) y Avramenko et al. (2013) una 
hidrólisis limitada (< 10 %) mejora las propiedades tecnofuncionales de las proteínas y su 
uso como saborizantes; sin embargo, por encima de un punto crítico (> 10 %) puede 
ocasionar un efecto perjudicial, pero podrían ser utilizados en la elaboración de alimentos 
especializados. Así mismo, Klompong et al. (2007) indican que la hidrólisis excesiva (> 10 
%) disminuye las actividades interfaciales (emulsión, estabilidad de la emulsión, capacidad 
de formación de espuma, estabilidad de la espuma), posiblemente causado por la corta 
longitud de la cadena peptídica, ya que los péptidos pequeños migran rápidamente y se 
adsorben en la interfase, mostrando una menor eficiencia en la disminución de la tensión 
interfacial, puesto que no pueden desarrollarse y reorientar en la interfaz como péptidos 
grandes para estabilizar emulsiones (Gbogouri et al., 2004). Además estos péptidos no 
tienen la fuerza necesaria para mantener una espuma estable (Pedroche et al., 2004). Es por 
ello que los péptidos de alto peso molecular, es decir menor grado de hidrólisis, son 
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relacionados positivamente con la estabilidad de la emulsión (Mutilangi et al., 1996) y 
espuma (Van der Ven et al., 2002). 
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Figura 19: Gráfica de contorno sobrepuesto del rendimiento de proteína (%) y grado 
de hidrólisis (%), en función de los factores concentración de enzima (Z1) 
y tiempo de extracción (Z2). 
 
Por el contrario, una extensa hidrólisis (> 10 %) ha demostrado que aumenta la solubilidad 
y por ende el rendimiento de extracción de proteínas. Esto es explicado por Pedroche et al. 
(2004) quien menciona que la degradación de las proteínas a péptidos más pequeños 
conduce a productos más solubles. Además, la hidrólisis enzimática afecta potencialmente 
el tamaño y la hidrofobicidad molecular, con la capacidad de formar enlaces de hidrógeno 
con agua y aumentar la solubilidad (Klompong et al., 2007).  
 
También cabe indicar que un grado de hidrólisis mayor a 10 %, provocaría la aparición de 
péptidos pequeños que, si bien favorece la solubilidad de los mismos, ocasionaría un 
problema al momento de su recuperación por precipitación isoeléctrica, dado a que su 
precipitación no sería eficiente. Como consecuencia, los hidrolizados con péptidos más 
pequeños, es decir, mayor grado de hidrólisis, tienen una excelente solubilidad (Spellman 
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et al., 2003; Jamdar et al., 2010; Wani et al., 2015). Por lo expuesto, es que se maximizó el 
rendimiento de proteínas y minimizó el grado de hidrólisis (limitada). 
 
Las condiciones óptimas del rendimiento de proteína y grado de hidrólisis fueron 
estimadas por el método de deseabilidad global utilizando el programa Minitab (Figura 
20). Las variables dependientes se fijaron al valor máximo (Y1) y mínimo (Y2) de 
deseabilidad, las condiciones óptimas obtenidas corresponden a una concentración de la 
enzima Alcalasa de 5,62 % (? 0,081 UA/g proteína) y tiempo de extracción de 40,49 min, 
obteniendo un rendimiento de proteína estimado de 43,4 % y grado de hidrólisis de 7,30 %.  
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Figura 20: Condición óptima del rendimiento de proteína y grado de hidrólisis 
utilizando el método de la función de deseabilidad global de Derringer 
en la extracción enzimática asistida. 
 
Los valores estimados para el rendimiento de extracción de proteína y grado de hidrólisis 
de la HDTSI fueron cercanos a los reportados por Pedroche et al. (2004) que trabajaron en 
la harina de mostaza de Abisinia (Brassica carinata) y obtuvieron un rendimiento máximo 
de proteína de 52,4 % y un mínimo grado de hidrólisis de 8,3 %; siendo las condiciones de 
extracción concentración de la enzima Alcalasa de 0,036 UA/g proteína, pH 9, relación 
harina/solvente 1/10 (p/v), temperatura ambiente por 60 min.    
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4.3.3. Validación del modelo 
 
La idoneidad de las ecuaciones de los modelos para predecir los valores de las respuestas 
óptimas se probó usando las condiciones óptimas recomendadas. Bajo este conjunto de 
condiciones se determinó que fue óptimo para el enfoque de optimización (MSR), que 
también se utiliza para validar experimentalmente y predecir los valores de las respuestas 
utilizando la ecuación del modelo. En el Cuadro 27 se muestra las condiciones óptimas, la 
deseabilidad global de Derringer (D), la respuesta estimada por el programa y experimental 
para el rendimiento de proteína y grado de hidrólisis.  
 
Cuadro 27: Condición óptima recomendado por los modelos Ŷ1 y Ŷ2, respuesta 
estimada y experimental.  
Condiciones óptimas Codificado No codificado   
Concentración de enzima (%) 1,41 5,62   
Tiempo de extracción (min) 0,71 40,49   
Variable respuesta Estimada *Experimental Rango D 
Rendimiento de proteína (%) 43,43 44,78 ±0,28 44,5 – 45,06 
0,65903 
Grado de hidrólisis (%) 7,30 7,86 ±0,10 7,76 – 7,96 
* Media ± desviación estándar; n=3 (triplicado); D= Deseabilidad global de Derringer. 
 
La comparación entre los resultados estimados y experimentales en el punto óptimo, revela 
una buena correspondencia entre ellos, lo cual implica que los modelos empíricos 
obtenidos por el MSR pueden ser usados para describir adecuadamente la relación entre los 
factores y respuestas, siempre y cuando se trabaje en cualquier condición que se encuentre 
dentro de la zona experimental analizada. 
 
4.4. Comparación de resultados por los dos métodos de extracción de proteínas  
 
En el Cuadro 28 se presenta la comparación de la extracción de la proteína optimizada por 
el método alcalino y el método enzimático asistida.    
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Cuadro 28: Comparación de los métodos de extracción de proteínas con respecto al 
rendimiento de proteína. 
Método Rendimiento de proteína (%) 
Extracción alcalina   30,23 ±0,50* 
Extracción enzimática asistida 44,78 ±0,28* 
* Media ± desviación estándar; n=3 (triplicado). 
 
Como se puede observar en el Cuadro 28, el uso del método de extracción enzimática 
asistida resultó en un aumento de 48,13 % en el rendimiento de extracción de proteínas en 
comparación con el método de extracción alcalina. Esto se debe a que el método 
enzimático realiza un proceso hidrolítico favoreciendo la solubilización de una mayor 
cantidad de proteínas insolubles (Pedroche et al., 2014). Los resultados encontrados 
concuerda con lo reportado por Pedroche et al. (2004) cuando compararon dos métodos de 
extracción de proteína en harina mostaza de Abisinia (Brassica carinata), obteniendo 
mejores resultados con el método enzimático (52,4 %) que el método alcalino (41,6 %) en 
el rendimiento de proteína. Así mismo, Chee et al. (2012) obtuvieron un mayor 
rendimiento de proteína en la torta de palma con el método enzimático (61,99 %) que el 
método alcalino (10,21 %). De la misma forma, Rosset et al. (2012) trabajaron con harina 
de soya, obteniendo un bajo rendimiento de proteína con el método alcalino de 33,04 % en 
comparación con el método enzimático de 56,27 %. Por último, Sari et al. (2013) también 
lograron obtener un mejor rendimiento con el método enzimático (50 %) que el método 
alcalino (15 %) en la extracción de proteínas de la harina de colza. 
 
Por lo tanto, los resultados obtenidos en esta investigación, indican que el método de 
extracción enzimática asistida, utilizando como enzima la Alcalasa, mejora la extracción 
de proteínas de la HDTSI. Además, este proceso evita la producción posible de productos 
tóxicos (lisinoalanina) y daños graves a las proteínas, mejorando sus propiedades 
nutricionales y tecnofuncionales (Domínguez et al., 1994). 
  
A pesar de que se logró optimizar el proceso de extracción de proteínas de la HDTSI, el 
rendimiento de proteína fue bajo (menor al 50 %), debido a varios factores que pueden 
influir en la extracción de proteínas, en el que incluyen la solubilidad, la estructura de la 
pared celular de la biomasa y la composición química (Sari et al., 2013). 
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Las proteínas vegetales son estructuras bastante complejas, con distintas formas y figuras, 
que presentan zonas hidrófobas e hidrófilas, y determinan su comportamiento en solución, 
y en consecuencia su éxito o fracaso en su separación. Por lo tanto, la solubilidad de una 
proteína depende de las propiedades de los grupos que se encuentran a un nivel de la 
superficie en la molécula, de la clase de disolvente, temperatura y pH (Lewis y Gradison, 
1996). Además, la hidrofobicidad de la superficie de la molécula de proteína afecta a la 
solubilidad de la proteína, donde una mayor solubilidad siempre está ligada a la presencia 
de menor número de residuos hidrofóbicos, particularmente en la superficie de proteínas 
(Chel-Guerrero et al., 2011). 
 
Por otro lado, Ng y Khan (2012) mencionan que la torta de semillas oleaginosas se produce 
después de un intenso prensado con tornillo que podrían causar daño por calor al 
componente de la proteína y, por tanto, puede reducir la capacidad de extracción de 
proteínas. Es por ello que se necesita una mayor concentración de solución alcalina para 
aumentar la capacidad de extracción de proteína. Sin embargo, una extracción alcalina 
extrema  (pH > 10, que es la máxima concentración alcalina recomendada), puede 
provocar cambios extremos en el entorno de la proteína y ser perjudicial para la calidad 
(Eromosel et al. 2008).  
 
Aghazu et al. (1979) mencionan que la semilla de oleaginosas consiste en sacos celulósicas 
microscópicas que contienen grasa en la que están incorporadas pequeños gránulos de 
proteína (15 – 20 μm de tamaño) y carbohidratos (hasta 60 μm). Por lo tanto, es probable 
que la insolubilización de la proteína sea debida en parte a la unión o atrapamiento de las 
proteínas o polisacáridos por gránulos de almacenamiento bajo la influencia del calor y la 
presión aplicada durante los procesos de extracción de aceite de la semilla. 
 
También se menciona que el bajo rendimiento se debe principalmente a la heterogeneidad 
de las proteínas, ya que estas se clasifican de acuerdo a su solubilidad en diferentes 
condiciones, por lo que no pueden ser todas a la vez, solubles e insolubles. Esto significa 
que una fracción de las proteínas estará en la fase líquida y otra en la sólida, ocasionando 
pérdida de proteínas localizadas en la fase no recuperada (Morales, 2003). Las proteínas 
vegetales (oleaginosas), son en su mayoría globulinas (solubles en solución salina) y 
albuminas (solubles en agua), y en menor contenido glutelinas (solubles a pH extremos) y 
prolaminas (solubles en alcohol) (Rodrigues et al., 2012). 
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Por su parte, Sathe et al. (2012) determinaron que cuando las albúminas y globulinas de la 
harina de semilla del sacha inchi, se encuentran juntas, su comportamiento colectivo, es 
opuesto a su comportamiento individual y puede impactar en la solubilidad. Una posible 
razón del diferente comportamiento se debe a las interacciones proteína–proteína. Estas 
interacciones son facilitadas por diferentes fuerzas de enlace (por ejemplo, iónico, puentes 
de hidrógeno, interacción hidrofóbica, y disulfuro) dependiendo de las condiciones 
ambientales permitidas por las condiciones experimentales usadas (por ejemplo, pH, fuerza 
iónica, y la temperatura). Tales interacciones proteína–proteína pueden conducir a la 
formación de grandes complejos de proteínas (soluble e insoluble) afectando a su 
solubilidad.  
 
Otra causa del bajo rendimiento de proteína podría deberse a la presencia de antinutrientes; 
como los taninos que pueden unirse o precipitar a las proteínas disminuyendo la 
solubilidad (Ruiz et al., 2013). A sí mismo, Tan et al. (2014) mencionan que la interacción 
entre proteína y fitato, causa la disminución de la solubilidad, y por lo tanto baja el 
rendimiento de extracción proteína. El fitato o ácido fítico son componentes naturales que 
se encuentran en las leguminosas, cereales y semillas oleaginosas, que actúan como forma 
de almacenamiento de fósforo. Por su parte, Serraino y Thompson (1984) mencionan que 
la interacción proteína-fitato depende del pH y de iones divalentes (Ca2+, Mg2+). A un pH 
alcalino, tanto la proteína y el ácido fítico están cargados negativamente, dando lugar a la 
formación de complejos proteína-mineral-fitato que solo ocurren en presencia de iones 
multivalentes. Para evitar la formación de estos complejos, es necesario eliminar estos 
iones, utilizando quelantes, tales como el EDTA (Rodrigues et al., 2012). 
 
 
 
 
  
 
V. CONCLUSIONES 
 
? Con la ayuda del diseño compuesto central, las condiciones óptimas de extracción de 
proteínas para el método alcalino fueron: pH 9,5, temperatura 54 ºC, relación materia 
prima/solvente 1/42 (p/v) y concentración de NaCl de 1,65 M; obteniendo un 
rendimiento máximo de proteína de 30,23 g de proteína soluble/100 g de proteína total.  
 
? En el método de extracción enzimática asistida, se maximizó el rendimiento de proteína 
y minimizó el grado de hidrólisis de manera simultánea, utilizando la optimización de 
respuestas múltiples, siendo las condiciones óptimas para ambas respuestas: la 
concentración de enzima de 5,62 % y tiempo de extracción de 40,7 min; obteniendo un 
rendimiento de proteína de 44,78 g de proteína soluble/100 g de proteína total y grado 
de hidrólisis de 7,86 %.  
 
? Al comparar ambos métodos, se determinó que el método de extracción enzimática 
asistida, utilizando como enzima la Alcalasa, obtuvo un mayor rendimiento de 
extracción de proteína en la HDTSI (48,7 % más). 
 
? Los modelos cuadráticos del diseño compuesto central representaron adecuadamente a 
los resultados experimentales; tanto en el método alcalino como en el enzimático para el 
rendimiento de extracción proteína de la HDTSI. 
 
  
 
VI. RECOMENDACIONES 
 
? Evaluar el empleo de otras enzimas: proteasas y carbohidrasas en la extracción de las 
proteínas de la torta del sacha inchi.  
 
? Evaluar las propiedades tecnofuncionales de la proteína de sacha inchi extraída por los 
métodos alcalino y asistida con enzima optimizados. 
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VIII. ANEXOS 
 
ANEXO 1: Curva estándar de albúmina de suero de bovino 
 
 
 
FUENTE: Elaboración propia. 
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x: Concentración de BSA (mg/ml). 
y: Absorbancia. 
 
 
y = 1,7068x + 0,0397 
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ANEXO 2: Curva estándar de leucina 
 
 
 
FUENTE: Elaboración propia. 
 
? ? ?? ????? ? ?? ???? 
 
x: Concentración de Leucina (mM). 
y: Absorbancia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
y = 0,2219x + 0,0118 
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ANEXO 3: Análisis de varianza para el grado de hidrólisis (modelo cuadrático) 
 
 
Fuente 
Suma de 
Cuadrados 
Grado de 
libertad 
Cuadrado 
Medio 
Valor Fc Valor-P Sig. 
Modelo 33,2719 5 6,654 8,58 0,007 ** 
Lineal 32,7155 2 16,358 21,08 0,001 ** 
Cuadrático 0,038 2 0,019 0,02 0,976 n.s. 
Interacción 0,5184 1 0,518 0,67 0,441 n.s. 
Error residual 5,4307 7 0,776    
Falta de ajuste 4,6958 3 1,565 8,52 0,033 * 
Error puro 0,7349 4 0,184    
Total 38,7026 12     
R2 0,8597   
R2ajustado 0,7595   
* Significancia a un nivel de α=0,05.  
**Significancia a un nivel de α=0,01; n.s.= No significativo. 
 
De acuerdo al Cuadro, el modelo cuadrático indica que fue altamente significativo (p < 
0,01). Sin embargo, presentó una falta de ajuste significativo (p < 0,05), indicando que los 
resultados no se ajustan adecuadamente al modelo para predecir el grado de hidrólisis (Tan 
et al., 2014). Además, al evaluar el coeficiente de determinación, se pudo establecer que 
existe un bajo grado de correlación entre los valores experimentales y estimados, debido a 
que el  R2 fue 0,8597 y el R2ajustado de 0,7595.  
 
Por lo tanto, de acuerdo al análisis estadístico se podría decir que este modelo (segundo 
orden) no se ajustaría adecuadamente para el grado de hidrólisis, y posiblemente se 
ajustaría mejor un modelo lineal de primer orden. 
 
 
 
